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AAD Adeno-assoziierte Dependoparvoviren 
Abcg2 Gen, kodiert für ATP-binding cassette sub-family G member 2 
Acta2 Gen, kodiert für alpha smooth muscle actin 
Actb Gen, kodiert für beta-actin 
AGO Argonautenproteine 
ALP Alkalische Leukozytenphosphatase 
ALT Alanin-Aminotransferase 
ALD Alcoholic liver disease – Alkoholische Lebererkrankung 
ApoB Apolipoprotein B 
APRI AST to Platelet Ratio Index 
ASR     Altersstandardisierte Sterblichkeitsraten  
AST Aspartat-Aminotransferase 
ATP Adenosintriphosphat 
Atu027 / Atu111 Zellspezifische Transportsysteme 
α-SMA Alpha smooth muscle actin 
Balb/c Maus-Inzuchtstamm 
BDL  Bile duct ligation – Gallengangsligatur 
Bili-T Totales Bilirubin 
Bili-D Direktes (konjugiertes) Bilirubin 
Birc5 Gen, kodiert für Baculoviral IAP repeat-containing protein 5 
CCl4 Tetrachlorkohlenstoff 
CCN1 Cellular Communication Network Factor 1 
Cd34 Gen, kodiert für CD34-Antigen 
cDNA Complementary DNA – komplementäre DNA 
CEUS Contrast enhanced ultrasound – kontrastmittelverstärkter Ultra-
schall 
Clec11a Gen, kodiert für C-type lectin domain family 11 member A 
Col1a1 / Col3a1 Gene, kodieren für Kollagene 
Col3a1 Gen, kodiert für Collagen alpha-1(III) chain 
CT Computertomographie 
Cxcr4 Gen, kodiert für C-X-C chemokine receptor type 4 
Cy3 Cyanin 3  
DAPI 4′,6-Diamidin-2-phenylindol 







DCR Dicer (Ribonuklease) 
Dkk3 Gen, kodiert für Dickkopf-related protein 3 
DNA  Desoxyribonucleid acid – Desoxyribonukleinsäure  
DS Sodium dodecyl sulfate 
∆∆CT Delta-delta-Cycle of threshold-Methode  
ECL Enhanced chemiluminescence 
ECM Extracellular matrix – Extrazelluläre Matrix 
Edn1 Gen, kodiert für Endothelin-1 
EDTA Ethylendiamintetraacetat – Ethylendiamintetraessigsäure 
EGF Epidermal growth factor – Epidermaler Wachstumsfaktor 
EMT Epithelial-mesenchymal transition – Epithelial-mesenchymale 
Transition 
Eng Gen, kodiert für Endoglin 
ERCP Endoskopische retrograde Cholangiopankreatikographie 
ET-1 Endothelin-1 
Flt3 Gen, kodiert für Receptor-type tyrosine-protein kinase FLT3 
Foxf1    Forkhead Box f1-Transkriptionsfaktor (murin) 
FOXF1   Forkhead Box F1-Transkriptionsfaktor (human) 
Fzd2 Gen, kodiert für Frizzled-2 
Gapdh Gen, kodiert für Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 
IMHE Institute for Health Metrics and Evaluation 
Gdf2 Gen, kodiert für Growth/differentiation factor 2 
Gfap Gen, kodiert für Glial fibrillary acidic protein 
GFAP Glial fibrillary acidic protein – Saures Gliafaserprotein 
GLDH Glutamatdehydrogenase 
Gli2  Glioma-Associated Oncogene Family Zinc Finger 2 
ɣ-GT Gamma-Glutamyltransferase 
H2O2 Wasserstoffperoxid 
H&E  Hämatoxylin & Eosin (-Färbung) 
Hb Hämoglobin 
HCC Hepatocellular carcinoma – hepatozelluläres Karzinom 
HEPES Hydroxyethylpiperazin-Ethansulfonsäure 
HGF Hepatocyte growth factor – Hepatozyten-Wachstumsfaktor 
Hhip  Hedgehog interacting protein 








HMGB1 High-Mobility-Group-Protein B1 
HRP Horseradish peroxidase – Meerrettichperoxidase 
HRS Hepatorenales Syndrom 
HSC     Hepatic stellate cell – hepatische Sternzelle 
i.p. Intraperitoneal 
i.v.  Intravenös  
IL-6 Interleukin 6 
INR International Normalized Ratio 
IQTIG Institut für Qualitätssicherung und Transparenz im Gesundheits-
wesen 
Itgb1 Gen, kodiert für Integrin β-1 
IVM  In-Vivo-Microscopy – Intravitalmikroskopie 
JunD Transkriptionsfaktor der JUN Familie 
KG Körpergewicht 
Kit Gen, kodiert für Mast/stem cell growth factor receptor Kit 
Ldb2 Gen, kodiert für LIM domain-binding protein 2 
Ldb3 Gen, kodiert für LIM domain-binding protein 3 
Lgr5 Gen, kodiert für Leucine-rich repeat-containing G-protein cou-
pled receptor 5 
Lhx2 Gen, kodiert für LIM/homeobox protein LHX2 
Luci Luciferase 
Mcam  Gen, kodiert für Cell surface glycoprotein MUC18 
miRNA   MicroRNA 
Mki67 Gen, kodiert für Proliferation marker protein Ki-67 
MMP Matrix-Metalloproteinase 
Mmp10 Gen, kodiert für matrix metalloproteinase-10 
mRNA Messenger RNA 
MRT Magnetresonanztomographie 




NAFLD Non-alcoholic fatty liver disease – nichtalkoholische Fettleberer-
krankung 







NASH Non-alcoholic steatohepatitis – Nicht-alkoholische Steatohepati-
tis 
Nes  Gen, kodiert für Nestin 
Ngfr Gen, kodiert für Nerve growth factor receptor 
NGFR Nerve growth factor receptor – Nervenwachstumsfaktor-Rezep-
tor 
NGF Nerve growth factor – Nervenwachstumsfaktor 
NO Stickstoffmonoxid 
Notch1 Gen, kodiert für Neurogenic locus notch homolog protein 1 
Notch3 Gen, kodiert für Neurogenic locus notch homolog protein 3 
Nt5e Gen, kodiert für 5'-nucleotidase 
O2 Sauerstoff 
O2− Hyperoxid 
p.t.  Post treatment – nach Behandlung 
p53 Tumorsuppressorgen 
PBC    Primary biliary cirrhosis – primäre biliäre Zirrhose 
PBS    Phosphate-buffered saline – phosphatgepufferte Salzlösung 
Pdgfb Gen, kodiert für Platelet-derived growth factor subunit B 
PDGF Platelet-Derived Growth Factor  
PEG Polyethylenglycol 
PET Polyethylenterephthalat 
Pitx2 Gen, kodiert für Pituitary homeobox 2 
piRNA PIWI interacting RNA 
PIWI P-element induced wimpy testis 
PKN3 Proteinkinase 3 
Pou5f1 Gen, kodiert für POU domain, class 5, transcription factor 1 
Pparg Gen, kodiert für Peroxisome proliferator-activated receptor 
gamma 
PPAR-ɣ Peroxisome proliferator-activated receptor gamma 
Prom1 Gen, kodiert für Prominin-1 
PTEN Phosphatase and tensin homolog 
PTK-2 Protein tyrosine kinase 2 
Rac1 Gen, kodiert für Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 
RISC RNA induced silencing complex 
RNA Ribonucleid acid – Ribonukleinsäure 







ROS Reactive oxygen species – reaktive Sauerstoffspezies 
RT-PCR Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion  
SDS-PAGE Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 
Shh Gen, kodiert für Sonic hedgehog protein 
siRNA     Small interfering RNA  
siFoxf1   Therapiegruppe (erhielt DBTC-Foxf1 siRNA) 
siLuci    Kontrollgruppe (erhielt DBTC-Luci siRNA) 
Slain1 Gen, kodiert für SLAIN motif-containing protein 1 
SMAD Zusammengesetzt aus SMA ("small" worm phenotype) und 
Drosophila MAD ("Mothers Against Decapentaplegic")-Protein-
familie, welche Signale von TGF-β weiterleitet  
Smad6 Gen, kodiert für Mothers against decapentaplegic homolog 6 
Smad7 Gen, kodiert für Mothers against decapentaplegic homolog 7 
Sox9 Gen, kodiert für Transcription factor SOX-9 
Tcf4 Gen, kodiert für Transcription factor 4 
Tgfb2 Gen, kodiert für Transforming growth factor beta-2 
TGF-β Transforming growth factor β 
Tie-2 Tyrosine kinase with immunoglobulin-like and 
EGF-like domains 2 
TIMP Tissue inhibitor of matrix-metalloproteinases 
Timp1 Gen, kodiert für Metalloproteinase inhibitor 1 
TNF Tumornekrosefaktor 
UV Ultraviolett 
VEGF Vascular endothelial growth factor 








Lebererkrankungen und deren gravierende Folgen stellen sowohl für Patienten und Angehö-
rige als auch für behandelnde Ärzte und das Gesundheitssystem eine zunehmende Heraus-
forderung dar. Eine zentrale Rolle in der Pathogenese von Lebererkrankungen nimmt hierbei 
die Fibrosierung der Leber ein. Bei steigender Prävalenz stehen heutzutage, abhängig von der 
Ursache der Erkrankung, weiterhin nur eingeschränkt therapeutische Optionen zur Verfügung. 
Häufig bleibt als Ultima Ratio nur eine Lebertransplantation, für die bei strenger Regulation 
und begrenzter Verfügbarkeit von Spenderorganen leider nicht jeder Patient infrage kommt. 
Die Erforschung neuer Therapiemöglichkeiten ist daher von größter Wichtigkeit. 
Ein wesentlicher Schritt in der Entstehung der Leberfibrose ist die Aktivierung hepatischer 
Sternzellen (HSC), an der verschiedenste Signalwege und Mechanismen, wie die veränderte 
Expression von Transkriptionsfaktoren, beteiligt sind. So ist für den Transkriptionsfaktor fork-
head box f1 (Foxf1) bekannt, dass dessen verstärkte Expression aktivierend auf HSC wirkt, 
wodurch das Foxf1-Gen ein potentielles Ziel antifibrotischer Therapieoptionen darstellt. In die-
ser Arbeit wurde daher mit dem Konzept der Gen-Interferenz durch small interfering RNA 
(siRNA) untersucht, ob ein Foxf1-Silencing in den HSC zu antifibrotischen Effekten führt. 
Hierzu erfolgte die intravenöse Applikation von siRNA gegen Foxf1 mit Hilfe eines lipidbasier-
ten Transportsystems (DBTC) in Mäusen mit einer Gallengangsligatur (BDL). Die Gabe der 
DBTC-Foxf1 siRNA bzw. der DBTC-Luci siRNA (Kontrolle) erfolgte 48 h vor der BDL und da-
nach alle 72 h bis zum finalen Zeitpunkt an Tag 14 nach BDL. 
Es konnte zunächst mittels intravitaler und histologischer Fluoreszenzmikroskopie gezeigt 
werden, dass Cyanin 3 (Cy3)-markierte DBTC Komplexe nach systemischer Applikation in die 
Leber gelangen und die HSC transfizieren. Weiterhin führte die Behandlung mit Foxf1 siRNA 
zum Knock-down von Foxf1 an Tag zwei nach BDL und resultierte im Vergleich zur Kontroll-
gruppe in einer signifikant geringeren Bildung von fibrotischem Bindegewebe sowie vermin-
derten nekrotischen Bereichen an Tag 14 nach BDL. 
Der Transkriptionsfaktor Foxf1 stellt somit ein potentielles Target für eine antifibrotische The-
rapie dar. Weiterhin sind die DBTC Komplexe als ein überaus geeignetes Transportmittel für 
ein HSC-spezifisches Targeting und Gen-Silencing im Rahmen der multiplen Möglichkeiten 







3 Einleitung  
3.1 Leberfibrose 
3.1.1 Epidemiologie  
Die durch chronische Schädigung der Leber entstehende Leberfibrose sowie das Stadium der 
Leberzirrhose stellen ein weltweites gesundheitliches Problem dar. Leberzirrhose und andere 
Erkrankungen der Leber zeigten in den letzten Jahren eine zunehmende Prävalenz und führ-
ten im Jahr 2017 zu 1,3 Millionen Todesfällen weltweit (Institute for Health Metrics and Evalu-
ation (IMHE) 2019 (a,b), Abbildung 1). Hierbei existieren starke Variationen zwischen den ein-
zelnen Ländern mit beispielsweise höheren altersstandardisierten Sterblichkeitsraten (ASR) in 
Russland (26,5/100.000 Einwohner) und niedrigen ASR zum Beispiel in Norwegen 
(3,1/100.000 Einwohner). Deutschland zeichnet sich in Europa sowie auch im internationalen 
Vergleich im Mittelfeld ab, mit einer ASR von 9,8/100.000 Einwohner (World Health Organisa-
tion (WHO) 2019 (a), Datenerhebung jeweils von 2015). 
 
 
Abbildung 1: Prävalenz von Zirrhose und anderen chronischen Lebererkrankungen im zeitlichen Verlauf 
(IMHE 2019 (a)). 
 
Für das Jahr 2017 sind 15.872 Sterbefälle in den deutschen Krankenhäusern bei Patienten 
mit der Diagnose „Krankheiten der Leber“ verzeichnet (Statistisches Bundesamt 2019 (a)). Im 
Jahr 2017 wurden in Deutschland 89.613 Menschen aufgrund einer Erkrankung der Leber 
stationär behandelt, wobei knapp die Hälfte unter der Diagnose alkoholische Lebererkrankung 
gelistet wurde. Das Verhältnis von Männern zu Frauen betrug hierbei ca. 1,5:1 und bezogen 
auf die alkoholische Lebererkrankung ca. 3:1. Der Anteil an stationär behandelten Patienten 
mit infektiöser Genese (Diagnose „Chronische Hepatitis, andernorts nicht klassifiziert“) war mit 







Leberkarzinome, von denen das aus einer Leberzirrhose resultierende Leberzellkarzinom 
(HCC) ca. 75‐85 % ausmacht, stellen das weltweit am sechsthäufigsten vorkommende Karzi-
nom und die vierthäufigste, karzinombedingte Todesursache dar (Bray et al. 2018). 
 
3.1.2 Ätiologie  
Verschiedenste Einflussfaktoren können das Entstehen eines Leberschadens, einhergehend 
mit fibrotischem und zirrhotischem Umbau fördern. Neben selteneren Ursachen, beispiels-
weise durch Kupferablagerungen bei Morbus Wilson oder Autoimmundefekten wie bei der pri-
mären biliären Zirrhose (PBC), stellen der chronische Alkoholkonsum (ca. 40 %) und virale 
Hepatitiden B, C und D (ca. 55 %) die häufigsten Ursachen für das Entstehen einer Leberzir-
rhose dar (Herold 2016).   
Chronische virale Hepatitiden, vor allem Hepatitis B und C, sind weltweit der häufigste Grund 
für die Entstehung einer Leberzirrhose und eines Leberzellkarzinoms (Perz et al. 2006). Sollte 
zur Hepatitis C Infektion eine Ko-Infektion mit Human immunodeficiency virus (HIV) vorliegen, 
ist die Wahrscheinlichkeit einer Fibrosierung der Leber zusätzlich erhöht (Friedman 2008 (a)). 
Dem Leberzellkarzinom liegt weltweit in 80-90 % der Fälle eine Leberzirrhose zugrunde, wobei 
Hepatitis C Viruserkrankungen die größte Assoziation aufweisen (Fattovich 2004). Auch Pati-
enten mit fortgeschrittener Leberfibrose ohne Vorliegen einer Zirrhose weisen ein erhöhtes 
Risiko für die Entwicklung eines HCC auf (Yoon et al. 2016). 
Da bei etwa 15 % aller alkohol-assoziierten Todesfälle ursächlich eine Leberzirrhose vorliegt 
(Rehm et al. 2009), ist der chronische Alkoholkonsum mit hohen Alkohol-pro-Kopf-Raten 
(WHO 2019 (b)) besonders in der westlichen Welt von Bedeutung. Diese Problematik besteht 
auch in Deutschland, wo der pro-Kopf Konsum von reinem Alkohol für 2016 mit 10,9 l ange-
geben wurde (WHO 2019 (b)). 38.993 Patienten wurden im Jahr 2017 mit der Diagnose „Al-
koholische Leberkrankheit“ stationär behandelt (Statistisches Bundesamt 2019 (b)). 
Ein weiterer, in den letzten Jahren stark an Bedeutung zunehmender Einflussfaktor für das 
Entstehen einer Leberfibrose ist die nichtalkoholische Fettlebererkrankung (NAFLD), bei der 
es durch Akkumulation von Triglyzeriden in der Leber zur Schädigung des Gewebes kommt. 
Die Fettleber kann in eine nichtalkoholische Steatohepatitis (NASH) übergehen. Die größten 
Risikofaktoren für die NAFLD stellen Fettleibigkeit und Insulinresistenz dar (Preiss und Sattar 
2008). Durch zunehmendes Auftreten von Adipositas in der Bevölkerung, insbesondere in den 
Industrieländern, hat die Rate an NAFLD drastisch zugenommen (Tesfay et al. 2018) und wird 
mit einer weltweiten Prävalenz von ca. 25 % angegeben (Younossi et al. 2016). In den USA 







adipösen Kindern und Jugendlichen, welche bis zu 34 % eine NAFLD aufweisen (Anderson et 
al. 2015), stellt sie heutzutage eine Ursache für Leberzirrhose dar. 
 
3.1.3 Klinik  
Die Symptome bei Patienten mit Lebererkrankungen können je nach Ursache und auch inter-
individuell sehr unterschiedlich sein. Häufig wird über Schwäche, Müdigkeit, Konzentrations-
mangel und Gewichtsverlust geklagt. Aufgrund des Leberkapselschmerzes bei Organvergrö-
ßerung können Schmerzen im rechten Oberbauch auftreten. In der körperlichen Untersuchung 
lässt sich die Leber vergrößert und mit stumpfem, unebenem Rand tasten. Bei fortgeschritte-
nem zirrhotischen Umbau ist sie hingegen verkleinert (Piper 2013). Die Milz kann aufgrund 
des erhöhten Druckes in der Pfortader und Vena lienalis vergrößert sein. Weiterhin können 
sich aufgrund des erhöhten Pfortaderdruckes portocavale Anastomosen in Rektum (Hämor-
rhoiden), Ösophagus (Ösophagusvarizen), Magenfundus sowie umbilical (caput medusae) er-
öffnen. Besonders die Ösophagusvarizen stellen hierbei eine gefährliche Komplikation dar, da 
es zu Rupturen kommen kann, welche oft nicht rechtzeitig beherrscht werden und innerhalb 
kürzester Zeit zum tödlichen Blutverlust führen können. Bei jeder Varizenblutung besteht ein 
Mortalitätsrisiko von 30 % sowie ein erhöhtes Risiko für eine Rezidivblutung innerhalb eines 
Jahres von 70 % (Perri und Khosravani 2016).  
Aufgrund der eingeschränkten Funktion der Leber wird u.a. auch vermindert Albumin synthe-
tisiert. Hierdurch, sowie durch bei Patienten mit Leberzirrhose häufig bestehender Mangeler-
nährung, entsteht ein Eiweißmangel. Der kolloidosmotische Druck fällt ab und in dessen Folge 
sowie durch den erhöhten portalvenösen Druck kommt es zur Transsudation in die Bauch-
höhle (Aszitesbildung). Dies kann bei hoher Transsudatmenge zur Einschränkung der Zwerch-
fellausdehnung und somit zur Beeinträchtigung der Atmung führen. Weiterhin besteht bei Vor-
liegen von Aszites die Gefahr einer spontanen bakteriellen Peritonitis, welche eine Kranken-
hausmortalität von 10-50 % aufweist (Gerbes et al. 2011). Durch Abgabe der Flüssigkeit aus 
dem Blutvolumen kann es in Verbindung mit der Erweiterung venöser Gefäße (venöses poo-
ling) im Rahmen der Pfortaderstauung sowie einer generellen Vasodilatation durch Freiset-
zung von Stickstoffmonoxid (NO) zu Hypovolämien und Hypotonien kommen. Durch die rela-
tive Hypovolämie kommt es zur Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems mit 
renaler Vasokonstriktion, verminderter Nierendurchblutung und -funktion sowie Anstieg der 
Nierenretentionsparameter (Hepatorenales Syndrom - HRS) (Wilhelm 2013). Eine hierdurch 








Ebenso ist die Entgiftung von Ammoniak über die Harnstoffbildung und dessen Ausscheidung 
über die Nieren gestört. Ammoniak wird in den Astrozyten im Rahmen der Glutaminsynthese 
metabolisiert. Der vermehrte Anfall von Glutamin führt zur Erhöhung des kolloidosmotischen 
Druckes in den Astrozyten, wodurch diese anschwellen und sekundär reaktive Sauerstoffspe-
zies produziert werden. Durch portocavale Anastomosen wird das funktionelle Leberpa-
renchym umgangen und der Vorgang zusätzlich verstärkt (Suraweera et al. 2016). Dies kann 
zur hepatischen Enzephalopathie führen, wobei es v.a. zu Störungen des Bewusstseins, der 
Persönlichkeit und der neuromuskulären Funktion kommt (Auswahl): Störung von Tag-Nacht-
Rhythmus, Persönlichkeitsveränderungen, Stimmungsschwankungen, Verwirrtheit und Orien-
tierungsverlust, Tremor, Reflexabschwächung, Somnolenz und zuletzt Dezerebration und 
Koma (Wilhelm 2013). 
Den ersten Hinweis auf eine Lebererkrankung liefert häufig eine laborchemische Blutuntersu-
chung mit erhöhten Leber- und Cholestaseparametern. Das Routinelabor umfasst hierfür u.a. 
AST (Aspartat-Aminotransferase), ALT (Alanin-Aminotransferase), ALP (Alkalische Leukozy-
tenphosphatase), ɣ-GT (Gamma-Glutamyltransferase), Glutamat-Dehydrogenase (GLDH) so-
wie direktes (Bili-D) und gesamtes (Bili-T) Bilirubin. Bei fortgeschrittener Leberschädigung zei-
gen sich zudem häufig Blutbildveränderungen, wie zum Beispiel eine reduzierte Thrombozy-
tenzahl bei Hypersplenie und verminderter Thrombopoietinbildung, eine eingeschränkte Blut-
gerinnung anhand von vermindertem Quick- bzw. erhöhtem International Normalized Ratio 
(INR)-Wert sowie ein verminderter Gesamteiweiß- und Albuminspiegel (Herold 2016).   
Diagnostisch ist neben der klinischen Symptomatik und den Laborwerten die Bildgebung und 
hierbei zunächst insbesondere die Darstellung der pathologischen Veränderungen im Ultra-
schall zielführend (Karanjia et al. 2016). Es können u.a. je nach Stadium eine vergrößerte 
Leber, Parenchymveränderungen bis zum knotigen Umbau bei Zirrhose, eine veränderte Ge-
fäßarchitektur, erweiterte Gallengänge oder Steinleiden dargestellt werden. Auch eine Vergrö-
ßerung der Milz durch portalvenösen Rückstau sowie das Vorhandensein und Ausmaß von 
Aszites sind sonografisch gut zu diagnostizieren. In den letzten Jahren zunehmend Einzug in 
den klinischen Alltag findende Verfahren stellen der kontrastmittelgestützte Ultraschall (CEUS) 
und die Elastographie dar: Mittels Applikation von Schwefelhexafluorid-Mikrobläschen (Sono-
Vue®) als Ultraschall-Kontrastmittel können durch dynamische Analyse der Mikrozirkulation 
Raumforderungen bezüglich ihrer Malignität beurteilt werden. Auch bei Interventionen wie Bi-
opsien oder Drainagen kann CEUS angewandt werden (Jung und Clevert 2018). Aufgrund der 
zunehmenden Geschwindigkeit von Schallwellen in weniger elastischem Gewebe und zuneh-
mender Steifigkeit der Leber bei Fibrose und Zirrhose können durch Analyse der Ausbreitungs-







Lebergewebes gezogen und somit insbesondere höhere Fibrosestadien und Zirrhose diag-
nostiziert werden (Sandrin et al. 2003, Knop 2018). Da beide Verfahren jedoch von den ge-
setzlichen Krankenkassen aktuell nicht zusätzlich vergütet werden, kommen sie in der Praxis 
in nur sehr geringem Maße zum Einsatz (Ärzteblatt 2017, Worlicek und Börner 2017). Generell 
ist die Ultraschalluntersuchung jedoch in hohem Maße vom Untersucher und dem benutzten 
Gerät abhängig (Leitlinienprogramm Onkologie 2013).  
Weitere mögliche bildgebende Verfahren zur Darstellung von Leberfibrose/Zirrhose sind die 
Computertomographie (CT) und Magnetresonanztomographie (MRT). Mittels MR-Angiografie/ 
-Cholangiografie lassen sich Gefäße bzw. Gallengänge darstellen. Dies ermöglicht außerdem 
eine sichere Alternative gegenüber der konventionellen Diagnostik der Gallengänge mittels 
ERCP (endoskopische retrograde Cholangiopankreatikografie), welche eine höhere Kompli-
kationsrate mit z.T. schwerwiegenden Folgen aufgrund höherer Invasivität aufweist. Endosko-
pisch können Ösophagus- bzw. Fundusvarizen nachgewiesen und ggf. therapiert werden. Um 
die Schädigung und das Ausmaß der Fibrose/Zirrhose oder verdächtige Raumforderungen zu 
beurteilen, kann eine Ultraschall- oder CT-gestützte Biopsie des Lebergewebes mit anschlie-
ßender histologischer Untersuchung durchgeführt werden (Leitlinienprogramm Onkologie 
2013). Hierdurch können beispielsweise Krankheitsstadien (Fibrose/Zirrhose) oder maligne 
Gewebe identifiziert und differenziert werden. Die Biopsie von Lebermetastasen kann bei-
spielsweise Hinweise auf den Primärtumor geben und somit in direkten therapeutischen Kon-
sequenzen resultieren. Da die Biopsie jedoch auch mit nicht unerheblichen Risiken (Blutung, 
Schmerzen, Verletzung umgebender Strukturen etc.) verbunden ist, finden vermehrt nicht-in-
vasive Methoden wie die o.g. transiente Elastografie oder Serummarker-Modelle wie zum Bei-
spiel der AST to Platelet Ratio Index (APRI) Anwendung (Karanjia et al. 2016). 
 
3.1.4 Pathogenese  
Der Prozess der Fibrosierung in der Leber ist im eigentlichen Sinne ein Wundheilungsprozess, 
um im Rahmen o.g. Einflussfaktoren geschädigte Bereiche von intaktem Lebergewebe abzu-
schirmen und dort regenerative Prozesse zu fördern (Friedman 2008 (a)). Im Verlauf einer 
Lebererkrankung kommt es zur parenchymalen Schädigung mit Untergang von Hepatozyten, 
chronischer Inflammation mit Infiltration von Entzündungszellen und Freisetzung von Media-
toren wie beispielsweise reaktive Sauerstoffspezies (ROS), Transforming Growth Factor β 
(TGF-β) und Platelet-Derived Growth Factor (PDGF) (Novo et al. 2014). ROS wie zum Beispiel 
Hyperoxid (O2−) oder Wasserstoffperoxid (H2O2) werden unter anderem von geschädigten He-
patozyten, aktivierten Entzündungszellen (Kupfferzellen, Makrophagen und Neutrophilen)  







Thrombozyten, Makrophagen oder Endothelzellen freigesetzt, wird als eines der wichtigsten 
Zytokine im Rahmen von Leberschädigungen angesehen, da es stark pro-fibrogen wirkt 
(Friedman 2008 (b)). Während physiologischerweise die höchste TGF-β Expression in En-
dothelzellen und Kupfferzellen vorliegt, führen fibrogene Stimuli auch zur erhöhten Expression 
von TGF-β in aktivierten HSC und es folgt eine autokrine und parakrine HSC-Stimulation (In-
agaki und Okazaki 2007).  
Diese Mechanismen resultieren in der Aktivierung von HSC, welche dann zu pro-fibrogenen 
Myofibroblasten differenzieren und in großen Mengen extrazelluläre Matrix (ECM) produzieren 
(Hernandez-Gea und Friedman 2011). Die Aktivierung der HSC wird zusätzlich auf molekula-
rer Ebene durch aktivierende und hemmende Transkriptionsfaktoren gesteuert (Friedman 
2008 (a)). Im Gegensatz zur früher angenommenen Theorie, dass alle Myofibroblasten ihren 
Ursprung in den HSC haben, weiß man heute, dass diese außerdem aus portalen mesen-
chymalen Zellen (Beaussier et al. 2007), Knochenmarkzellen (Kisseleva et al. 2006) sowie 
durch epitheliale zu mesenchymale Umwandlung (EMT) aus Hepatozyten (Zeisberg et al. 
2007) entstehen können (Friedman 2008 (a)). Die EMT von Hepatozyten während fibrotischer 
Prozesse ist jedoch in letzter Zeit in Frage gestellt worden, da diese in murinen Modellen nicht 
nachgewiesen werden konnte (Chu et al. 2011). Neben den HSC sind auch weitere Zellen im 
Rahmen der Leberschädigung beteiligt. So setzen Kupfferzellen und geschädigte Hepatozyten 
ebenfalls Chemokine frei und bewirken eine Rekrutierung von weiteren Makrophagen aus zir-
kulierenden Monozyten (Marra und Tacke 2014). Im Rahmen der Leberfibrose aktivierte Mak-
rophagen können je nach Stadium sowohl pro-fibrogen, beispielsweise durch Freisetzung von 
TGF-β (Karlmark 2009), als auch anti-inflammatorisch durch Expression von Matrix-Me-
talloproteinasen (MMP) (Fallowfield et al. 2007) wirken. Sinusoidale Endothelzellen können, je 
nach ihrem durch Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)-stimulierten Differenzierungs-
zustand, sowohl aktivierend auf die HSC wirken, als auch die Reversion von aktivierten zu 
ruhenden HSC fördern (DeLeve 2015). 
In der gesunden Leber fließt das nährstoffreiche und sauerstoffreiche Blut aus Portalvene und 
Leberarterie über die Sinusoide zur Zentralvene. Durch das fenestrierte Sinusendothel findet 
über den Disse-Raum ein Austausch zwischen dem sinusoidalen Blut und den Hepatozyten 
statt. Bei einer Leberschädigung führt die Ablagerung von ECM im Disse-Raum u.a. zur ver-
minderten Fenestrierung der sinusoidalen Endothelzellen und zur sogenannten Kapillarisie-
rung der Sinusoide (Schaffner et al. 1963), sodass der metabolische Austausch zwischen Blut 
und Hepatozyten stark eingeschränkt ist. Weiterhin kann aufgrund der Fibrosierung entlang 
der Sinusoide mit Ausbildung von Bindegewebsstraßen das portalvenöse Blut nicht mehr in 
die Zentralvene abfließen und der intrahepatische Blutdruck steigt (Reynaert et al. 2008). Die 







(NO) sowie erhöhte Freisetzung von Endothelin-1 (ET-1) verstärkt (Garbuzenko et al. 2016). 
In Folge dessen bilden sich Umgehungskreisläufe in Form von portosystemischen Shunts aus. 
Diese Prozesse führen letztendlich zur zunehmenden Funktionseinschränkung des Organs 
mit oben genannten systemischen Folgen. 
Physiologisch besteht die ECM der Leber hauptsächlich aus Kollagen Typ IV, Heparansulfat 
und Lamininen. Diese Zusammensetzung wird durch die Produktion von großen Mengen an 
Kollagen I und III durch aktivierte HSC massiv verändert. Je nach Art der Schädigung kommt 
es zu unterschiedlicher Lokalisation der Fibrosierung. So ist beispielsweise bei chronischer 
Hepatitis oder primär biliärer Cholangitis ein periportaler Schaden typisch, wohingegen bei 
Abflussstörungen der Lebervenen, zum Beispiel durch das Budd-Chiari-Syndrom, eine zentri-
lobuläre Fibrose resultieren kann. Bei alkoholinduzierter Lebererkrankung sowie der NASH ist 
die Fibrosierung eher sinusoidal ausgeprägt, wodurch es zu der typisch maschendrahtartigen 
Fibrose um die Hepatozyten kommt (Hernandez-Gea und Friedman 2011).  
Besteht die schädigende Einwirkung über einen längeren Zeitraum, geht die Fibrosierung in 
das Stadium der Leberzirrhose über, resultierend in einem knotigen Umbau der Leber (Abbil-
dung 2) und in einem Funktionsverlust der Hepatozyten endend (Friedman 2003).  
 
 
Abbildung 2: Gesunde (links) und zirrhotische (rechts) menschliche Leber.  
Links: https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/6/6f/Human_Hepar.jpg?uselang=de 
Rechts: http://vmrz0100.vm.ruhr-uni-bochum.de/spomedial/content/e866/e2442/e7818/e7952/e8045/e8071/ 
e8073/zirrhose1_ger.jpg (Abrufdatum jeweils 12.01.2019) 
 
3.1.5 Hepatische Sternzellen  
Die HSC sind mesenchymale Zellen der Leber mit verschiedenen Funktionen, wie zum Bei-
spiel der Speicherung von Vitamin A oder auch der Phagozytose apoptotischer Hepatozyten 
(Canbay et al. 2003, Friedman 2008 (b)). Die erste Beschreibung der HSC geht auf Karl Wil-







nachweisen konnte. 1882 wurde dies durch Rothe bestätigt und er beschrieb erstmals die 
„Sternzelle“. Eine Abgrenzung zu den Makrophagen der Leber (Kupfferzellen) gelang damals 
jedoch noch nicht, sodass auch die Funktion der Zellen zunächst nicht eindeutig war. Es er-
folgten anschließend weitere Untersuchungen, welche zur vielfältigen Namensgebung dieser 
Zellart beitrugen. So wurden die HSC von Zimmermann als „hepatische Pericyten“, von Ito als 
„Fettspeicherzellen oder Itozellen“ oder von Suzuki als „Interstitialzellen“ beschrieben (Fried-
man 2008 (b)).  
 
 
Abbildung 3: Phasenkontrastaufnahme primärer hepatischer Sternzellen. 7 Tage Kultivierung von HSC auf 
Plastikoberfläche mit Darstellung der Vitamin A-Autofluoreszenz nach Anregung mit ultraviolettem (UV)-Licht in 
blau. Bild mit freundlicher Genehmigung von Dr. Kerstin Abshagen.  
 
Lokalisiert sind die HSC im Disse-Raum zwischen Hepatozyten und Endothelzellen. Neben 
der Aufrechterhaltung des hepatischen Mikromilieus durch Synthese und Modulation der ECM 
ist die Speicherung von Vitamin A eine wichtige Eigenschaft dieser Zellen. In Säugetieren ist 
bis zu 80 % des im gesamten Organismus enthaltenen Vitamin A in Fetttröpfchen der HSC 
gespeichert (Blomhoff und Blomhoff 2006). So kann die Autofluoreszenz von Vitamin A nach 
UV-Epiillumination zur mikroskopischen Darstellung der HSC genutzt werden (Abbildung 3, 
4.4.1). Der Begriff der „Sternzelle“ ist auf das Aussehen der Zellen zurückzuführen, welches 
durch lange zytoplasmatische Ausläufer geprägt ist (Abbildung 3). Hierdurch umfasst die 
räumliche Ausprägung einer HSC häufig mehrere Sinusoide mit Kontakt zu zahlreichen He-
patozyten (Geerts 2001). Es konnte gezeigt werden, dass diese Ausläufer auch an der 
chemotaktischen Signalkaskade der HSC-Aktivierung beteiligt sind (Melton und Yee 2007). Im 
Rahmen der bei Zirrhose auftretenden portalen Hypertension scheinen die HSC aufgrund ihrer 







II ein wichtiges Element der Regulation des vaskulären Tonus darzustellen (Reynaert et al. 
2008).  
Wie bereits unter 3.1.4 beschrieben, induzieren verschiedene Stimuli die Aktivierung der HSC. 
Dieser Prozess kann in drei Phasen eingeteilt werden: Initiation und Perpetuation, gefolgt von 
Resolution bei nachlassendem pathogenem Stimulus (Friedman 2000). Die Initiation der HSC-
Aktivierung erfolgt hauptsächlich durch parakrine Stimuli benachbarter Zellen wie Hepatozy-
ten, Makrophagen, Endothelzellen, Immunzellen oder Thrombozyten. Hierbei wirken unter an-
derem freigesetzte Mediatoren wie TGF-β, PDGF, VEGF, ROS und Interleukine aktivierend 
auf die HSC (Tsuchida und Friedman 2017). TGF-β nimmt hierbei eine zentrale Rolle ein und 
führt in den HSC über eine Phosphorylierung von SMAD-Proteinen zu einer erhöhten Tran-
skription von Kollagen (Breitkopf et al. 2006). Auch der Hedgehog-Signalweg ist an der Akti-
vierung von HSC beteiligt. So produzieren ruhende HSC beispielsweise den Hedgehog-Inhi-
bitor Hhip (Hedgehog interacting protein), wohingegen dieser bei Aktivierung herunterreguliert 
und gleichzeitig das Hedgehog-Zielgen Gli2 (Glioma-Associated Oncogene Family Zinc Finger 
2) vermehrt exprimiert wird (Choi et al. 2009). Weiterhin wird die Aktivierung der HSC wesent-
lich durch die Expression aktivierender Transkriptionsfaktoren wie Foxf1 (Kalinichenko et al. 
2003) oder JunD (Smart et al. 2006) bzw. einer verminderten Expression inhibierender Fakto-
ren wie Lhx2 (Wandzioch et al. 2004) reguliert. Während sinusoidale Endothelzellen physiolo-
gischerweise der Aktivierung von HSC über VEGF-vermittelter NO-Produktion entgegenwir-
ken, wird dieser Effekt durch die Kapillarisierung der Endothelzellen bei Leberschädigung und 
die damit einhergehende verminderte NO-Produktion aufgehoben (Deleve et al. 2008). Auch 
die bei Fibrosierung resultierende mechanische Versteifung des Gewebes hat eine stimulie-
rende Wirkung auf die HSC. So konnte beispielsweise eine HSC-aktivierende Wirkung durch 
Applikation von mechanischem Druck (Görtzen et al. 2015) oder Kultivierung in versteifendem 
Matrixgel (Caliari et al. 2016) nachgewiesen werden.  
Die Phase der Perpetuation, d.h. das Aufrechterhalten des Aktivierungszustandes, ist durch 
verschiedene Mechanismen gekennzeichnet: vermehrte Proliferation, Chemotaxis und Kon-
traktilität der HSC, verstärkte Fibrogenese, Matrix-Zersetzung sowie Verlust der Retinoid-Spei-
cher und Freisetzung von pro-inflammatorischen Chemokinen sowie Zytokinen (Friedman 
2008 (b)). Infolge der Transformation zu Myofibroblasten-ähnlichen Zellen kommt es zur über-
schießenden Produktion v.a. von Kollagen I und III, was zur drastischen Veränderung der Zu-
sammensetzung des Bindegewebes führt. Durch stimulierende Wirkung von Kollagen I, In-
tegrin-gebundener Kinase (ILK), MMP sowie auch direkt durch die erhöhte Festigkeit der ver-
änderten ECM resultiert eine weitere Aktivierung der HSC im Sinne eines circulus vitiosus 







MMP und deren Inhibitoren (tissue inhibitor of matrix-metalloproteinases - TIMP) in Richtung 
der TIMP trägt zur Progression der Gewebefibrosierung bei (Arthur 2000, Friedman 2008 (b)).  
Aktivierte HSC zeichnen sich durch eine erhöhte Expression von Desmin und alpha smooth 
muscle actin (α-SMA) (Schmitt-Gräff et al. 1991) aus, wobei α-SMA den zuverlässigsten Mar-
ker für diese Zellen darstellt (Friedman 2008 (b)). Ein weiteres typisches Charakteristikum ak-
tivierter HSC ist der zunehmende Retinoid-Verlust (Friedman et al. 1993), wobei gezeigt wer-
den konnte, dass es nicht zum vollständigen Verlust der Vitamin A Speicher kommt, sondern 
diese bei gleichbleibender Anzahl lediglich schrumpfen (Jophlin et al. 2018). 
Bei Nachlassen des krankhaften Stimulus kann das Stadium der Resolution bzw. die Regene-
ration des Lebergewebes resultieren. Hierbei regenerieren sich die Hepatozyten, Myo-
fibroblasten werden deaktiviert und die Fibrose bildet sich durch Degeneration der Matrix zu-
rück (Tacke und Trautwein 2015). Die aktivierten HSC können im Rahmen der Resolution in 
Apoptose, Seneszenz oder in eine Reversion zu ruhenden HSC übergehen. Für die aktivierten 
HSC stellen zum Beispiel der durch Entzündungszellen oder regenerierende Hepatozyten frei-
gesetzte Nervenwachstumsfaktor (NGF) sowie ein direkter zellulärer Kontakt mit Makropha-
gen pro-apoptotische Stimuli dar (Ramachandran et al. 2015). Ein Zustand der Seneszenz und 
somit eine Rückbildung der Fibrose kann durch Ansammlung von ROS in aktivierten HSC 
aufgrund erhöhter Cellular Communication Network Factor 1 (CCN1)-Produktion durch He-
patozyten bei hepatischer Schädigung getriggert werden (Kim et al. 2013). HSC, welche vom 
aktivierten zurück in den Ruhezustand übergehen (Reversion), zeigen zwar einen ähnlichen 
Phänotyp wie ruhende HSC, sie weisen jedoch auch eine schnellere Reaktion auf erneute 
Schädigung gegenüber den zuvor noch nicht aktivierten HSC auf (Kisseleva et al. 2012).  
 
3.1.6 Foxf1  
Foxf1 ist ein Transkriptionsfaktor, welcher zur Familie der Forkhead-Box-Proteine gehört. Das 
Gen für FOXF1 liegt beim Menschen auf Chromosom 16 im Lokus 16q24.1. Allen Proteinen 
dieser Familie ist eine charakteristische DNA-bindende Domäne mit einer Länge von etwa 100 
Aminosäuren gleich (Dharmadhikari et al. 2015). Die Namensgebung der forkhead („Gabel-
Kopf“)-Gruppe ist auf deren erste Beschreibung bei Drosophila-Embryonen zurückzuführen, 
welche bei Mutationen im forkhead-Gen eine veränderte Form des Skelettschädels aufwiesen 
(Jürgens und Weigel 1988). Es wurde gezeigt, dass Foxf1 während der Embryogenese im 
Septum transversum sowie im viszeralen Mesoderm exprimiert wird und dadurch an der emb-
ryonalen Entwicklung von Lunge, Ösophagus, Trachea und Darmrohr beteiligt ist (Mahlapuu 
et al. 2001 (a)). Bei Mutation oder Deletion des Foxf1 Gens zeigen Mäuse verschiedene Ent-







aufgrund von Schädigungen im extraembryonalen Mesoderm (Mahlapuu et al. 2001(b)). Hin-
gegen wiesen Foxf1-haploinsuffiziente Tiere (Foxf1 +/-) strukturelle Abnormalitäten der Gallen-
blase, Hypoplasie, neonatale Blutungen der Lunge, Schädigungen des Darmrohrs mit Atresie 
und Einengung des Ösophagus sowie ösophago-tracheale Fisteln auf (Kalinichenko et al. 
2001 und 2002, Mahlapuu 2001 et al. (b)). Interessanterweise beschränkt sich in der Leber 
die Expression von Foxf1 ausschließlich auf HSC (Kalinichenko et al. 2003). Auch wenn 
Foxf1 +/- Mäuse keine strukturelle Leberschädigung aufwiesen, ließ sich nach einem durch Te-
trachlorkohlenstoff (CCl4) induzierten Leberschaden eine defekte Aktivierung der HSC mit ver-
minderter Bildung von Kollagen und α-SMA beobachten (Kalinichenko et al. 2003). 
Des Weiteren wurde Foxf1 mit der Entstehung von verschiedenen Malignomen assoziiert, wo-
bei nach aktueller Datenlage das FOXF1 Gen funktionell sowohl als Tumorsuppressorgen als 
auch Protoonkogen genannt wird (Dharmadhikari et al. 2015). So wurde FOXF1 beispiels-
weise als Tumorsuppressor bei Brustkrebs (Lo et al. 2010), als möglicher Tumormarker bei 
kolorektalem Karzinom und als Zielgen des Tumorsuppressorgens p53 beschrieben (Dharma-
dhikari et al. 2015). Im Gegensatz dazu zeigte sich eine veränderte Expression von FOXF1 
u.a. bei Brustkrebs, Basalzellkarzinom, Medulloblastom, Rhabdomyosarkom, nicht-kleinzelli-
gem Lungenkarzinom (Dharmadhikari et al. 2015) sowie Adenokarzinom des Ösophagus (Be-
cker et al. 2015). 
 
3.1.7 Therapieansätze  
Da die Leberfibrose und -zirrhose Folge verschiedenster Ursachen sind, stellt die Behandlung 
der Grunderkrankung derzeit den wirkungsvollsten Therapieansatz dar. So ist bei alkoholindu-
zierten sowie durch andere exogene Noxen verursachten Lebererkrankungen die Eliminierung 
der Noxe verlaufsentscheidend. Bei Alkoholabusus können zum Beispiel Substanzen wie 
Disulfiram oder Acamprosat, welche unangenehme Symptome bei Alkoholgenuss verursa-
chen oder die Sucht verringern können, die Compliance verbessern (Rosato et al. 2015). Bei 
Virushepatitis wird eine antivirale Therapie eingeleitet und bei Autoimmunhepatitis mit Immun-
suppressiva behandelt. Liegen Stoffwechselerkrankungen als Ursache zu Grunde, wird zum 
Beispiel bei Hämochromatose das leberschädigende Eisen durch Aderlässe oder Chelatoren 
bzw. bei Morbus Wilson das Kupfer durch Penicillamin entfernt (Herold 2016). 
Neben der spezifischen Therapie der Grunderkrankung haben sich verschiedene Allgemein-
maßnahmen etabliert. Hierzu zählen selbstverständlich die Alkoholabstinenz sowie der Ver-
zicht auf potentiell lebertoxische Substanzen. Hierunter fallen auch zahlreiche Medikamente. 
Insbesondere Antibiotika und Antimykotika können eine Leberschädigung verursachen (Wil-







hepatischen Enzephalopathie sinnvoll sein kann, andererseits weisen Patienten mit Leberzir-
rhose jedoch aufgrund von Mangelernährung und erhöhtem Proteinumsatz auch einen erhöh-
ten Proteinbedarf auf. Insgesamt wird von den Patienten jedoch eine normale Proteinzufuhr 
ohne Restriktion gut toleriert (Nguyen und Morgan 2014). Daher sollte supportiv, je nach Er-
nährungszustand des Patienten, eine entsprechend ausreichende Zufuhr von Proteinen und 
Kalorien erfolgen, um Komplikationen wie Aszites, spontan bakterieller Peritonitis oder dem 
hepatorenalen Syndrom vorzubeugen (Nguyen und Morgan 2014, Huynh et al. 2015, Herold 
2016). So konnte gezeigt werden, dass eine zusätzliche Zufuhr von verzweigtkettigen Amino-
säuren die Ausprägung einer hepatischen Enzephalopathie bei Leberzirrhose oder sogar die 
Progression zum HCC verhindern kann (Hayaishi et al. 2011, Nguyen und Morgan 2014). Zu-
sätzlich sollten in diesem Rahmen auch andere Mangelzustände wie Vitaminmangel (A, D, E, 
K, Thiamin etc.) durch entsprechende Substitution behandelt werden (Herold 2016). 
Bei Nachweis von Ösophagus- oder Magenfundusvarizen kann bei ausgeprägtem Befund die 
endoskopische Therapie mittels Gummibandligatur erfolgen oder der Versuch unternommen 
werden, den portalvenösen Hochdruck medikamentös durch nichtselektive Betarezeptoren-
blocker zu senken (Roeb et al. 2015) 
Da es bisher keine kurative Therapie der Leberfibrose/Zirrhose gibt, bleibt als Ultima Ratio bei 
Fortschreiten der Erkrankung und Versagen der genannten konservativen Therapieoptionen 
nur die Lebertransplantation. Im Jahr 2017 wurden in Deutschland 760 postmortale sowie 63 
Lebendspende-Lebertransplantationen durchgeführt (Eurotransplant 2018 (a)). 2017 warteten 
1044 Patienten auf eine Lebertransplantation (Eurotransplant 2018 (b)), wovon 310 Menschen 
auf der Warteliste verstarben (Eurotransplant 2018 (c)). Das 3-Jahres-Überleben nach Leber-
transplantation (2014) betrug 2017 76,87 % (IQTIG 2018). Um die mögliche Wartezeit auf ein 
Transplantat zu verlängern oder auch die Notwendigkeit einer Transplantation abzuwenden, 
können verschiedene Leberersatzverfahren zum Einsatz kommen. Es wird hierbei zwischen 
zellbasierten sowie zellfreien Systemen unterschieden. Durch zellfreie Systeme wie dem 
Molecular-Adsorbent-Recirculating-System (MARS®) oder dem Prometheus®-Verfahren, 
welche in der Funktion ähnlich eines Nierenersatzverfahrens (Dialyse) sind, können mittels 
einer semipermeablen Membran beispielsweise Bilirubin, Gallensäuren oder Kreatinin aus 
dem Blutkreislauf entfernt werden. Zellgebundene Systeme, bei denen theoretisch die ge-
samte Leberfunktion durch Hepatozyten (zum Beispiel vom Schwein) ersetzt wird, erreichten 
in Studien gute Ergebnisse, sind jedoch für einen klinischen Einsatz im Alltag aufgrund der 
hohen Kosten derzeit nicht verfügbar (Fuhrmann et al. 2014).  
Eine Therapieoption, welche direkt in den Prozess der Fibrosierung eingreift und speziell in 
der Leber antifibrotisch wirkt, stand zum Zeitpunkt dieser Arbeit klinisch nicht zur Verfügung 








Die DBTC-Formulierungen stellen das in dieser Arbeit verwendete Transportsystem für thera-
peutische siRNA dar. Die Lipoplexe wurden von der Firma Silence Therapeutics GmbH (Lon-
don, UK) synthetisiert und uns für diese Arbeit zur Verfügung gestellt. Silence Therapeutics 
GmbH ist ein Unternehmen, welches Forschung in der Arzneimittelentwicklung, insbesondere 
im Bereich der Modulation von Genexpression durch siRNA oder microRNA (miRNA) sowie in 
der Entwicklung von entsprechenden Vektoren betreibt. Aktuelle Projekte umfassen zum Bei-
spiel geplante klinische Studien zur β-Thalassämie oder dem myelodysplastischem Syndrom 
(Silence Therapeutics GmbH 2019). Die systemische Applikation einer durch Silence 
Therapeutics GmbH an Quark Pharmaceuticals auslizensierten siRNA (AtuRNAiTM) - 
Teprasiran - wird bereits in klinischen Studien bei verzögerter Nierentransplantatfunktion und 
akuter Niereninsuffizienz durch Inhibition des p53-Gens erfolgreich eingesetzt (Silence 
Therapeutics GmbH 2019, Quark Pharmaceuticals 2019).  
Von der Firma wurden bereits verschiedene Transportsysteme mit unterschiedlicher Organ-/ 
bzw. Zellspezifität entwickelt und getestet. Hierzu zählt unter anderem Atu027, welches im 
Rahmen von Studien zum Pankreaskarzinom Anwendung fand (Aleku et al. 2008).  
Die in dieser Studie verwendeten DBTC-Formulierungen stellen ein leberspezifisches Trans-
portsystem dar, bestehend aus multiplen Atu-RNAiTM gegen Foxf1, welche in mehreren Dop-
pellipidschichten eingeschlossen sind (Abbildung 4). Die Atu-RNAiTM wurde von Silence 
Therapeutics modifiziert und durch abwechselnde 2’O-methyl-Modifikationen stabilisiert, 
wodurch die Protektion gegen Nukleasen erhöht wird (Czauderna 2003). Es besteht aus kati-
onischen, PEGylierten- (PEG - Polyethylenglykol) sowie Co-Lipiden. Durch die kationischen 
Ladungen werden die negativ geladenen siRNA Moleküle in nanostrukturierten Komplexen 
(Lipoplexe) gebunden und zusätzlich vor Ribonukleasen geschützt (Fehring et al. 2014). Die 
exakte Zusammensetzung und Wirkungsweise dieses Lipidsystems ist nur Silence 








Abbildung 4: Schematischer Aufbau der Lipoplex-Formulierungen (Silence Therapeutics 2016, http://silence-
therapeutics-com.s3.amazonaws.com/app/uploads/2014/09/Lipoplex-final-1.png) 
 
Die synthetische siRNA kann aufgrund ihres hohen molekularen Gewichts und dem stark an-
ionischen Verhalten die Zellmembran durch passiven Transport schlecht passieren (Fehring 
et al. 2014). Im Vergleich zu „nackter“ siRNA wurde bereits gezeigt, dass die zelluläre Auf-
nahme von siRNA mittels kationischer Lipoplex-Transportsysteme erhöht und auch der Über-
gang von siRNA aus endosomalen Vesikeln ins Zytoplasma bei Vorhandensein von Lipople-
xen verbessert ist (Santel et al. 2006). Durch die PEGylierung wird die Dauer der Blutzirkula-
tion verlängert, da Phagozytose und vermutlich toxische Effekte vermindert werden (Santel et 
al. 2006, Fehring et al. 2014).  
Kationische Lipidformulierungen wurden zuerst 1989 im Rahmen von in vivo-Gentransfektio-
nen in murinen Lungen eingesetzt (Brigham et al. 1989). Die zelluläre Aufnahme der kationi-
schen Lipide und Freisetzung der Nukleinsäuren wurde 1996 von Zelphati et al. als Endozy-
tose beschrieben. Barron et al. (1999) stellten den kationischen Anteil der Lipoplexe als aktive 
Komponente zur Transfektion dar und vermuteten eine direkte Interaktion mit der Zellmemb-
ran.  
Durch die spezifische Größe sowie Oberflächenladung werden die DBTC-Lipoplexe nach sys-
temischer (intravenöser) Applikation speziell von Leberzellen, inklusive der HSC aufgenom-
men. Die Leber- bzw. Organspezifität der DBTC-Lipoplexe wurde in Vorversuchen nach sys-







der Leber nachgewiesen werden, während in der Milz nur geringe Mengen detektiert wurden 
(Abbildung 5). In anderen Organen, wie zum Beispiel der Lunge, waren lediglich unter 1 % der 
initialen Dosis nachweisbar (Abshagen et al. 2015 (b), Abbildung 5). Zur Verifizierung der funk-
tionellen Transportfähigkeit der DBTC siRNA-Formulierungen wurden Mäuse mit siRNA gegen 
verschiedene leberzellspezifische Zielgene behandelt und anschließend die intrahepatische 
Expression dieser Zielgene analysiert. Hierbei wurde zwischen Endothelzellen (tyrosine kinase 
with immunoglobulin-like and EGF-like domains 2 - Tie-2), Hepatozyten (Apolipoprotein B - 
ApoB9) und HSC (Glial fibrillary acidic protein - GFAP) unterschieden sowie eine siRNA gegen 
das ubiquitär vorkommende Gen für Protein Tyrosine Kinase 2 (PTK-2) eingesetzt. Die Ex-
pression dieser leberzellspezifischen Gene konnte durch Applikation der jeweils spezifischen 
siRNA in der Leber signifikant vermindert werden, wobei die Expression von PTK-2 in Lunge, 
Herz und Nieren unbeeinträchtigt blieb, was die Leberspezifität der DBTC-Lipoplexe beweist 
(Abshagen et al. 2015 (b)). Daher kann durch die Verwendung einer siRNA gegen das HSC-
spezifische Gen Foxf1 eine HSC-spezifische Modulation erreicht werden (3.3).  
 
 
Abbildung 5: Nachweis eines leberspezifischen Deliveries der DBTC-Formulierungen. Den Mäusen wurde 
eine einmalige Dosis DBTC Proteinkinase 3 (PKN3)-siRNA appliziert. Dargestellt sind die jeweiligen Konzentratio-
nen von PKN3-siRNA in bestimmten Organen/Geweben als Prozentsatz der initial applizierten Konzentration, wo-
bei der größte Anteil an siRNA im Lebergewebe detektiert wurde. (Abshagen et al. 2015 (b)).  
 
3.3 siRNA  
Die siRNA gehört zu den nicht-kodierenden RNAs und dabei neben miRNAs und PIWI inter-
acting RNAs (piRNAs) zur Unterfamilie der kleinen (ca. 20-30 Basenpaare langen) nicht-ko-
dierenden RNAs (Kobayashi und Tomari 2016). Der Funktionsweise der siRNA liegt folgendes 
Prinzip zugrunde (Abbildung 6): Die zunächst als Doppelstrang vorliegende RNA wird durch 







(Tang 2005, Hirose et al. 2014). Die siRNA wird an verschiedene Proteine der Subfamilie AGO 
gebunden, welche zur Familie der Argonauten (Ago)-Proteine gehören (Kobayashi und Tomari 
2016). Diese Bindung an Ago-Proteine (Loading) ist Adenosintriphosphat (ATP)-abhängig. 
DCR kann das Loading unterstützen, wobei es in Säugetieren für diesen Vorgang nicht essen-
tiell ist, im Gegensatz zum Loading bei Fliegen (Hirose 2014). Die an Ago-Proteine gebundene 
Doppelstrang RNA wird aufgewunden und die Basenpaare trennen sich, sodass der Nicht-
Zielstrang („passenger strand“) entfernt wird und der Zielstrang der siRNA verbleibt. Der Kom-
plex aus Zielstrang und Ago wird dann als RNA induced silencing complex (RISC) bezeichnet 
(Kobayashi und Tomari 2016). RISC führt nun den siRNA-Zielstrang an die dazu komplemen-
täre Ziel-messenger RNA (mRNA) (Tang 2005). Durch Bindung der siRNA im RISC an die 
mRNA wird diese durch Endonukleasen, genannt „slicer“, des Proteins Ago2 des RISC aufge-
spalten (Hirose et al. 2014). Somit wird die Translation dieser mRNA an den Ribosomen und 
letztendlich die Herstellung des entsprechenden Proteins verhindert (Abbildung 6). 
 
 
Abbildung 6: Vereinfachte Darstellung der Funktionsweise von siRNA. 1. siRNA wird von der Ribonuklease 
Dicer (DCR) gebunden und auf eine Länge von ca. 21 Basenpaaren gespalten. 2. Argonauten-Proteine (Ago) bin-
den an die siRNA. 3. Der Doppelstrang der siRNA wird aufgewunden, die Basenpaarungen aufgespalten und der 
Zielstrang verbleibt nun im sogenannten RNA induced silencing complex (RISC). 4. RISC bindet an die zum Ziel-
strang komplementäre mRNA. Durch Endonukleaseaktivität (slicer) des RISC wird die mRNA aufgespalten (5.) und 
die Translation des entsprechenden Proteins verhindert.  
 
Die Funktion der RNA Interferenz dient in vielen eukaryotischen Zellen vor allem der Verteidi-
gung gegen fremde RNA (Kobayashi und Tomari 2016). Möglichkeiten der RNA Interferenz 
haben sich in den letzten Jahren zu einem großen Feld der Grundlagenforschung etabliert. So 







hergestellten Proteins, zu vermindern (Hirose et al. 2014) und somit posttranskriptionell in die 
Genexpression einzugreifen. Aktuell werden mittels dieser Methode, neben der Erforschung 
von Genfunktionen, verschiedenste therapeutische Ansätze in einer Vielzahl von Zielzellen 
erprobt. So konnten z.B. durch Applikation von High-Mobility-Group-Protein B1 (HMGB1) 
siRNA in den Glaskörper von Ratten im Rahmen der diabetischen Retinopathie retinale Zell-
schäden reduziert werden (Jiang und Chen 2017). Scherman et al. (2017) beschrieben klini-
sche Studien für insgesamt 18 verschiedene Erkrankungen, u.a. bei okulären, metabolischen 
oder genetischen Erkrankungen seit Beginn der Durchführung klinischer Studien für siRNA im 
Jahr 2004. In einer klinischen Phase I Studie an Patienten mit soliden Tumoren (u.a. von Brust, 
Pankreas, Kolon) konnte durch die Applikation von Atu027 die Progression verhindert und zum 
Teil eine Remission erreicht werden (Schultheis et al. 2016). Auch in weiteren klinischen Stu-
dien, unter anderem zur Therapie von Morbus Crohn, Makuladegeneration, rheumatoider Arth-
ritis oder Hepatitis C, findet RNA-Interferenz Anwendung (Badrealam et al. 2015). Eine der 
größten Schwierigkeiten und Gegenstand aktueller Forschungen ist es, einen optimalen Vek-
tor zu finden, der die siRNA sicher an ihren Zielort verbringt und dort freisetzt, ohne dass diese 








3.4 Fragestellung und Ziel der Arbeit  
Da es derzeit keine kurativen Behandlungsmöglichkeiten bei Leberfibrose gibt, war es Ziel 
dieser tierexperimentellen Studie, einen antifibrotischen Therapieansatz zu testen. Hierbei 
sollte im murinen Modell der BDL-induzierten Leberschädigung das therapeutische Potential 
von DBTC-Foxf1 siRNA evaluiert werden.  
Die dieser Arbeit zugrundeliegenden Versuche wurden durchgeführt, um folgende Fragen zu 
beantworten: 
 
1. Wie verteilen sich die DBTC-Lipoplexe nach systemischer Applikation in der gesunden 
und fibrotischen Leber der Maus? 
 
2. Werden die DBTC-Lipoplexe auch von HSC aufgenommen? 
 
3. Kommt es durch die repetitive Gabe von DBTC-Foxf1 siRNA zu einer Herunterregula-
tion der hepatischen Foxf1 mRNA Expression?  
 
4. Welche Auswirkungen hat die Applikation von DBTC-Foxf1 siRNA auf den Leberscha-
den und das Ausmaß der Leberfibrose zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach BDL? 
 
5. Verlängert die Gabe von DBTC-Foxf1 siRNA das Überleben von Mäusen mit BDL-in-
duziertem Leberschaden?  






4 Material und Methoden  
4.1 Versuchstiere  
Vor dem Hintergrund des übergeordneten Ziels der Arbeit, eine potentielle Therapieoption für 
Lebererkrankungen beim Menschen zu erforschen, war die Notwendigkeit für Untersuchungen 
an Versuchstieren gegeben. Die Analyse der Auswirkungen von DBTC-Foxf1 siRNA hätte in 
einem in vitro Modell nicht adäquat vollzogen werden können, da hierbei die komplexen Inter-
aktionen eines lebenden Organismus nicht in vollem Umfang nachgestellt werden. Die Aus-
wahl der Versuchstiere fiel auf Mäuse des Inzuchtstammes Balb/c (Charles River Laboratories, 
Sulzfeld), da zum einen für Mäuse bereits viele Methoden, wie zum Beispiel die BDL etabliert 
sind (Marques et al. 2012, Eipel et al. 2013, Abshagen et al. 2015 (a)), zum anderen für diese 
Tiere eine Reihe spezifischer Antikörper existieren. Für den Balb/c-Stamm ist weiterhin eine 
relativ hohe Gesamtmenge an HSC bekannt, weshalb dieser u.a. auch für die Gewinnung von 
primären HSC genutzt wird (Mederacke et al. 2015). Die Tiere waren zu Beginn der Versuche 
ca. 12-14 Wochen alt und hatten ein Körpergewicht von 25-30 g. Vor und während der Unter-
suchungen wurden die Mäuse in einem klimatisierten Raum (22°C bis 24°C, ca. 60 % Luft-
feuchtigkeit) bei einem 12 h Tag-Nacht-Rhythmus in der zentralen Versuchstierhaltung des 
Rudolf-Zenker-Instituts für Experimentelle Chirurgie der Universitätsmedizin Rostock gehal-
ten. Während des gesamten Zeitraums wurden die Tiere mit Standardlaborfutter (Ssniff Spe-
zialdiäten GmbH, Soest, Deutschland) und Wasser ad libitum versorgt. 
Die Tierversuche wurden nach Genehmigung vom Landesamt für Landwirtschaft, Lebensmit-
telsicherheit und Fischerei Mecklenburg-Vorpommern (LALLF M-V/TSD/7221.3-1.1-062/12) 
entsprechend dem nationalen Tierschutzgesetz, der EU-Richtlinie 2010/63/EU sowie der Nut-
zerordnung der Zentralen Versuchstierhaltung der Universitätsmedizin Rostock durchgeführt.  
 
4.2 Versuchsaufbau  
4.2.1 Intrahepatische Verteilung der DBTC-Cy3 siRNA 
Mittels in vivo Fluoreszenzmikroskopie (IVM) (4.4.1) wurde untersucht, wie sich die DBTC-
Lipoplexe nach intravenöser Applikation in einer gesunden bzw. einer fibrotischen Leber ver-
teilen und ob sie speziell von HSC aufgenommen werden. Da Vitamin A eine Autofluoreszenz 
unter UV-Anregungslicht aufweist, können so durch die entstehenden Signale HSC identifiziert 
werden (Reetz et al. 2013). Durch Markierung der siRNA mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cyanin 
3 (Cy3) und Anregung der Leber mit Licht im grünen Wellenlängenbereich von ca. 560 nm ist 
es möglich, siRNA-DBTC transfizierte Zellen sichtbar zu machen. Durch Kolokalisation der 






Cy3-Fluoreszenz mit Vitamin A-positiven Signalen konnten somit transfizierte HSC identifiziert 
werden.  
Die intravitalmikroskopische Analyse erfolgte in verschiedenen Versuchsgruppen zu unter-
schiedlichen Zeitpunkten nach i.v. Applikation (Tabelle 4-1). 
Um die Verteilung der DBTC-Lipoplexe in gesunden Lebern zu untersuchen, wurde die Leber 
von jeweils zwei gesunden Mäusen eine bzw. vier Stunden nach intravenöser Gabe von 
DBTC-Cy3 siRNA (0,23 mg/ml siRNA und 3,712 mg/ml Lipid, Silence Therapeutics GmbH, 
London, UK) intravitalmikroskopisch untersucht. Zwei weitere Tiere mit Pufferlösung ohne Li-
poplexe (Hydroxyethylpiperazin-Ethansulfonsäure (HEPES) + 9 % Sucrose) wurden eine 
Stunde nach Injektion mikroskopiert und dienten als Kontrolle. Um die Verteilung der Lipoplexe 
in fibrotischen Lebern zu beurteilen, wurden je vier Tiere 14 Tage nach BDL eine bzw. vier 
Stunden nach Gabe der markierten Lipoplexe untersucht. Zwei Tiere, ebenfalls 14 Tage nach 
BDL, bekamen die Pufferlösung verabreicht und wurden eine Stunde nach Injektion mikrosko-
piert. Da an Tag 14 nach BDL eine starke Schädigung/Fibrosierung und folglich eine schlech-
tere Durchblutung der Leber vorlag, wurde die intrahepatische Verteilung der Lipoplexe zu-
sätzlich zu einem früheren Fibrosestadium an Tag fünf nach BDL untersucht. 
Nach Beendigung der IVM-Analyse wurde den Mäusen das Lebergewebe für nachfolgende 
Immunfluoreszenz-Untersuchungen entnommen, um zusätzlich ex vivo die Transfektionseffi-
zienz zu beurteilen. 
 
Versuchsgruppe Ohne BDL 5 d nach BDL 14 d nach BDL 
DBTC-Cy3 siRNA (1 h p.t.)  2 3 4 
DBTC-Cy3 siRNA (4 h p.t.) 2 2 4 
Puffer (1 h p.t.) 2 1 2 
 
Tabelle 4-1: Anzahl der Mäuse in den jeweiligen Versuchsgruppen zur Untersuchung der intrahepatischen 
Verteilung der DBTC-Lipoplexe. Die intravitalmikroskopische Analyse der Leber erfolgte 1 h bzw. 4 h nach Appli-
kation der Cy3-markierten Lipoplexe bzw. 1 h nach Puffer Injektion, in gesunden (ohne BDL) sowie fibrotischen 
Lebern 5 d und 14 d nach BDL.  
 
  






4.2.2 Therapeutischer Ansatz mittels DBTC-Foxf1 siRNA 
Um zu überprüfen, ob die systemisch applizierte DBTC-Foxf1 siRNA eine therapeutische Wir-
kung auf die Ausprägung einer BDL-induzierten cholestatischen Leberfibrose hat, wurden zwei 
Untersuchungsgruppen erstellt. Die Therapiegruppe erhielt DBTC-Foxf1 siRNA (siFoxf1), wo-
hingegen die Kontrollgruppe mit DBTC-Luci siRNA (siLuci) behandelt wurde. Die Luciferase 
siRNA stellt hierbei ein Placebo dar, da das Luciferase Gen bei Mäusen nicht exprimiert wird 
und somit auch keine komplementäre mRNA für die entsprechende siRNA vorhanden ist. 
Diese Gruppe war notwendig, um potentielle Effekte durch die Lipoplexe per se zu untersu-
chen bzw. auszuschließen. 
Den Tieren beider Gruppen wurden zwei Tage vor BDL sowie im weiteren Verlauf als Erhal-
tungsdosis alle drei Tage nach BDL DBTC-Foxf1 siRNA bzw. DBTC-Luci siRNA über die Vena 
jugularis verabreicht. Die Dosis betrug hierbei 2,3 mg/kg Maus, welche einer in Aqua ad in-
jectabilia (Braun, B. Braun Melsungen AG) gelösten Menge von 0,1 ml/10 g KG Maus ent-
sprach. Zu den finalen Untersuchungszeitpunkten zwei, fünf und 14 Tage nach BDL wurde 
den Mäusen Blut, Leber- und Lungengewebe für nachfolgende Untersuchungen entnommen 
(Abbildung 7). Pro Gruppe und Zeitpunkt wurden jeweils 7-12 Tiere untersucht. Die Analyse 
von Leberschaden und -fibrose erfolgte anhand laborchemischer, histologischer und moleku-
larbiologischer Parameter (Tabelle 4-2). 
 
Abbildung 7: Schematische Darstellung des zeitlichen Ablaufes des therapeutischen Ansatzes. Die BDL 
erfolgte an Tag 0 (breiter Pfeil nach unten) und die i.v. Gabe (schwarze Pfeile nach unten) der DBTC-Foxf1 siRNA 
bzw. DBTC-Luci siRNA 48 h vor BDL und anschließend alle 72 h nach BDL als Erhaltungsdosis. Die finalen Unter-
suchungen (Pfeile nach oben) wurden an den Tagen 2, 5 und 14 nach BDL durchgeführt. 
 
Histologie H&E (Galleninfarkte), Sirius Red (fibrotischer Umbau) 
Blutbild Erythrozyten-, Leukozyten-, Thrombozytenzahl 
Laborchemie AST, ALT, GLDH, AP, direktes/indirektes Bilirubin 
Westernblot/PCR α-SMA, GAPDH 
Konventionelle/Fluidigm RT-PCR Foxf1, PTEN, TIMP, MMP, Kollagen1α 
 
Tabelle 4-2: Übersicht über die Untersuchungsmethoden und -parameter. 






4.2.3 Mortalitätsstatistik  
Mit der Durchführung einer Mortalitätsstudie sollte evaluiert werden, ob die siRNA-vermittelte 
Inhibierung von Foxf1 einen benefiziellen Effekt auf das Überleben der Versuchstiere ausübt. 
Hierzu wurden insgesamt 20 Balb/c-Mäuse randomisiert in die zwei Behandlungsgruppen 
(siFoxf1 und siLuci) eingeteilt und einer BDL unterzogen. Die Applikation der Lipoplexe er-
folgte, wie im therapeutischen Ansatz, zwei Tage vor BDL und alle drei Tage nach BDL. Die 
Tiere wurden mehrmals täglich beobachtet und anschließend die Zeitspanne des Überlebens 
in Tagen dokumentiert. Die Aufzeichnung erfolgte den Anforderungen entsprechend für Schät-
zungen der Überlebensraten nach Kaplan-Maier. Der Tod der Tiere wurde als Eintritt des er-
warteten Ereignisses gewertet. Nach 49 Tagen war kein zusätzlicher Datengewinn zu erwarten 
und die restlichen Tiere wurden unter Einhaltung der entsprechenden Tierschutzbedingungen 
euthanasiert. Die erhobenen Daten wurden in Microsoft Excel tabellarisch dokumentiert und 
mittels Sigmaplot ausgewertet. 
 
4.3 Praktisches Vorgehen  
4.3.1 Anästhesie 
Die Gallengangsligatur sowie die intravenöse Applikation der Lipoplexe bzw. Pufferlösung er-
folgten in tiefer Gasnarkose mit Hilfe des Inhalationsnarkosegerätes Sulla 808 (Dräger, Drä-
gerwerk AG & Co. KGaA, Lübeck). Das Gasgemisch bestand aus dem volatilen Anästhetikum 
Isofluran (Baxter Deutschland GmbH, Unterschleißheim), Distickstoffmonoxid (N2O) zur Anal-
gesie sowie Sauerstoff (O2). Zur Einleitung der Narkose wurden die Tiere einzeln in eine Ein-
leitungskammer aus Plexiglas verbracht. Dort wurden auf einer Seite die Gase eingespeist, 
auf der Gegenseite erfolgte die Absaugung. Nachdem die Tiere sediert waren, wurden sie auf 
eine Wärmeplatte mit 37,5°C überführt und mit Pflasterstreifen (Leukosilk® S, BSN medical, 
Hamburg) an den Vorder- und Hinterpfoten fixiert. Hier wurde die Narkose durch eine Gas-
maske mit äußerer Absaugvorrichtung fortgeführt. Um ein Austrocknen der Augen während 
der Eingriffe zu verhindern, wurde den Tieren Augensalbe (Bepanthen®, Bayer Vital GmbH, 
Leverkusen) aufgetragen. Der Gasfluss betrug zur Narkoseeinleitung 1,2 L/min O2 und 2,4 
L/min N2O mit 5 % Isofluran und zur Aufrechterhaltung der Narkose 0,4 L/min O2 und 0,8 L/min 
N2O mit 1,5 % Isofluran. Bei stark beeinträchtigten Tieren nach BDL musste die Dosis indivi-
duell angepasst werden, mit oft geringerem Isofluran- und höherem O2-Anteil, da sich bei die-
sen Tieren bereits in niedriger Dosierung rasch eine Atemdepression zeigte.  
Für die Intravitalmikroskopie und die finale Entnahme von Blut und Gewebe wurden die Mäuse 
intraperitoneal (i.p.) narkotisiert. Die Tiere wurden zuerst gewogen und anschließend ein Ge-
misch aus Ketamin (Betapharm GmbH & Co. KG, Vechta, Deutschland; 90 mg/kg KG) und 






Xylazin (Rompun®, Bayer Vital GmbH, Bayer Health Care, Deutschland; 7 mg/kg KG) in einer 
Menge von 0,01 ml/10 g KG appliziert. Es konnte somit eine ausreichende Narkose durch die 
stark analgetische und hypnotische Wirkung von Ketamin und die muskelrelaxierende und se-
dierende Wirkung von Xylazin erreicht werden. War die Narkose in seltenen Fällen nicht aus-
reichend, wurde mit einer Lösung aus Ketamin 10 % und Natriumchlorid (NaCl) 0,9 % im Ver-
hältnis 1:5 nachdosiert, bis die erforderliche Narkosetiefe erreicht wurde. 
 
4.3.2 Gallengangsligatur 
Die Mäuse wurden nach elektrischer Rasur des Bauches und Desinfektion mit Povidon-Iod 
(Betaisodona®, Mundipharma GmbH, Limburg) median laparotomiert. Daraufhin wurde der 
Ductus choledochus unter Sicht durch ein Auflicht-Stereomikroskop (LEICA M651, Leica 
Microsystems GmbH, Wetzlar) im Ligamentum hepatoduodenale auf der Vena portae aufge-
sucht, präpariert und an drei Stellen (2x proximal und 1x distal) mit einem Polyethylentereph-
thalat (PET)-Faden Polyester-S grün 5/0 (Catgut GmbH, Markneukirchen) ligiert. Anschlie-
ßend wurde der Gallengang zwischen der mittleren und der distalen Ligatur durchtrennt (Ab-
bildung 8 d). Die Ligaturen erfolgten an drei Stellen, um zum einen durch die zwei proximalen 
Ligaturen eine Cholestase zur Leber hin zu gewährleisten sowie durch die distale Ligatur Aus-
treten von Pankreassekret oder Darminhalt in den Bauchraum zu verhindern. Nach intraabdo-
mineller Gabe von 0,2 ml 0,9 % NaCl zum Ausgleich eines möglichen intraoperativen Flüssig-
keitsverlustes erfolgte der Verschluss der unteren Hautschicht mit Prolene® 6.0 (Johnson & 
Johnson Medical GmbH, Ethicon Deutschland, Norderstedt) und der oberen Hautschicht mit 
Prolene® 5.0. Zum Schutz der Wunde wurde ein Sprühverband (OPSITE™, Smith & Nephew 
GmbH, Hamburg) aufgetragen. Nach Beendigung der Gasnarkose erfolgte die Wärmepflege 
der Tiere mittels Rotlichtlampe, bis ein ausreichender und stabiler Wachzustand festgestellt 
werden konnte. Postoperativ bekamen die Tiere zur Analgesie Metamizol (Novaminsulfon-ra-
tiopharm®; Ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland) in der Dosierung von 500 mg/100 ml Was-
ser über die Trinkflaschen verabreicht, welche täglich erneuert wurden. 
 







Abbildung 8: Intraoperative Aufnahmen mittels Stereomikroskop: a) Aufsuchen und Darstellen des Ductus 
choledochus auf der Vena portae; b) Setzen der distalen Ligatur; c) Setzen der ersten proximalen Ligatur; d) Setzen 
der zweiten proximalen Ligatur; Im Anschluss wird der Ductus choledochus zwischen den proximalen und der dis-
talen Ligatur durchtrennt (Pfeil). 
 
4.3.3 Intravenöse Injektion der DBTC-Formulierungen 
Nach dem Wiegen der Tiere, Narkotisierung und elektrischer Rasur des lateralen Halsberei-
ches wurde 70 % Ethanol zur Desinfektion der Haut und dem besseren Auffinden der Vena 
jugularis unter der Haut aufgetragen. Daraufhin wurde die Haut über der Vene durch einen  
5 mm langen Schnitt eröffnet und das Gefäß etwas freipräpariert. Da die i.v. Injektionen alle 
drei Tage erfolgten, wurden abwechselnd die rechte und linke Vena jugularis verwendet.  
Es erfolgte die langsame Injektion der Lipoplex-Lösung (0,23 mg/ml siRNA und 3,712 mg/ml 
Lipid, Silence Therapeutics GmbH, London, UK) in einem Volumen von 0,1 ml/10 g Maus. 
Nach Blutstillung durch zwei Minuten langes Auflegen eines Wattestäbchens (PAUL HART-
MANN AG, Heidenheim) wurden die Hautnaht mit Prolene® 6.0 und eine Wärmepflege wie 
nach der Gallengangsligatur durchgeführt. 






4.3.4 Entnahme von Blut und Gewebe 
Zum jeweiligen Endzeitpunkt wurden die Tiere intraperitoneal narkotisiert (4.3.1) und nach Ra-
sur und Desinfektion großzügig laparotomiert. Die Bauchorgane wurden mit Wattestäbchen 
nach lateral bewegt, um Sicht auf die Vena cava inferior zu erlangen. Diese wurde mit einer 
26 Gauge Kanüle (Braun, B. Braun Melsungen AG) punktiert und die individuell größtmögliche 
Menge an Blut aspiriert (0,4-1 ml Vollblut, je nach Zustand und Größe der Maus) und in Mikro-
vetten (Microvette® 500 K3E EDTA, Sarstedt AG & Co., Nümbrecht) überführt. Nun wurde die 
Leber entnommen, indem ihr Bandapparat sowie die Gefäße Arteria hepatica propria, Vena 
portae und Vena cava inferior abgetrennt wurden. Die Gallenblase wurde inzisiert, entleert und 
das Feuchtgewicht der Leber bestimmt. Die Leber wurde in 0,9 % NaCl getaucht, um Blut und 
Gallenflüssigkeit zu entfernen, und anschließend mit einem Skalpell zerteilt. Der linkslaterale 
Leberlappen wurde für histologische Untersuchungen in 4 % Formalin fixiert, der linke mediale 
Leberlappen wurde für Gefrierschnitte in einem Einbettmedium (Tissue-Tek®, Sakura Finetek 
Germany GmbH, Staufen) durch Flüssigstickstoff eingefroren und bei -20°C gelagert. Nach 
Entfernung der Gallenblase wurde das restliche Lebergewebe zerteilt und für molekularbiolo-
gische Untersuchungen in Mikro-Schraubröhren (Sarstedt AG & Co., Nümbrecht) ebenfalls in 
Flüssigstickstoff eingefroren und bis zur Analyse bei -80°C gelagert. Zuletzt erfolgte nach Er-
öffnung des Thorax die Entnahme der Lungen. Die Lungenhili wurden durchtrennt und die 
kollabierten Lungen ebenfalls für etwaige molekularbiologische Untersuchungen schockgefro-
ren und bei -80°C gelagert.  
 
4.4 Untersuchungstechniken  
4.4.1 Intravitale Fluoreszenzmikroskopie  
Die intrahepatische Verteilung der DBTC-Formulierungen wurde mittels in vivo Fluoreszenz-
mikroskopie untersucht. Hierfür wurden die Mäuse nach Applikation der Cy3-markierten Lip-
oplexe bzw. der Pufferlösung (4.2.1) narkotisiert (4.3.1) und nach Rasur und Desinfektion 
großzügig laparotomiert. Der linkslaterale Leberlappen wurde dann auf eine aus handelsübli-
cher Knete geformte Unterlage ausgelagert. Hierzu wurden die angrenzenden Bandstrukturen 
durchtrennt, der Leberlappen mit Hilfe von Wattestäbchen vorsichtig gedreht und verlagert, 
sodass die ventrale Seite auf der Unterlage aus Knete zu liegen kam. So konnte die nun mög-
lichst plane, dorsale Seite nach Auflegen eines Deckglases betrachtet werden. Dabei wurde 
die dorsale Seite nicht berührt, um selbst kleinste Verletzungen zu vermeiden. Anschließend 
wurde der ausgelagerte Bereich unter einem Fluoreszenzmikroskop (Axiotech Vario 100, Carl 
Zeiss AG, Oberkochen) mittels Epi-Illumination im Grünlicht- und UV-Filter betrachtet. Im 
Grünlicht-Filter konnten die mit Cy3-markierten Lipoplexe identifiziert werden, durch die UV-






Autofluoreszenz des in den HSC gespeicherten Vitamin A erfolgte die Lokalisation der HSC. 
Da die Vitamin A-Autofluoreszenz unter UV-Licht schnell verblasst, wurden visuell gut darstell-
bare Bereiche zuerst durch den Grünlichtfilter ausgewählt und anschließend dasselbe Ge-
sichtsfeld im UV-Filter betrachtet. Es wurden jeweils in 100- und 200-facher Vergrößerung 
Aufnahmen angefertigt. Die Mikroskopiebilder wurden mit einer schwarz-weiß Video-Kamera 
(PIEPER GMBH, Schwerte) digitalisiert und mit einem Videorekorder aufgezeichnet. Anschlie-
ßend wurden die Video-Dateien off-line mit Hilfe des computer-assistierten Bildanalyse-Pro-
gramms Cap-Image (Cap-Image, Dr. Zeintl, Heidelberg, Deutschland) analysiert. Um Co-Lo-
kalisationen und somit transfizierte HSC zu identifizieren, wurden die Einzelbilder der Cy3- und 
Vitamin A-Fluoreszenz desselben Gesichtsfeldes übereinandergelegt.  
 
4.4.2 Immunfluoreszenz  
Zur weiteren Analyse der Verteilung der DBTC-Formulierungen und der Kolokalisation der Li-
poplexe mit HSC wurde nach der in vivo Mikroskopie von gesunden sowie von Tieren fünf 
Tage nach BDL das Lebergewebe entnommen und histologisch aufgearbeitet. Mittels Mikro-
tom (Leica RM 2145, Wetzlar) erfolgte die Anfertigung von 5 µm dünnen Paraffinschnitten des 
Lebergewebes, welche auf Objektträger aufgebracht und in einem Brutschrank inkubiert wur-
den. Um Proteinverbindungen aufzulösen, welche die Antikörperbindung möglicherweise er-
schweren, wurden nach Entparaffinierung mittels Hitzebehandlung die Epitope freigelegt. Nun 
folgte, nach Blockierung der unspezifischen Bindungsstellen, die Inkubation der Schnitte über 
Nacht mit einem primärem α-SMA-Antikörper (1:600, rabbit-anti-mouse, Abcam plc, 
Cambridge, UK). Die indirekte Immunfluoreszenz wurde daraufhin durch Inkubation mit dem 
sekundären Antikörper (goat-anti-rabbit-DyLight®488 1:100; Abcam) erreicht. Zur Darstellung 
der Zellkerne erfolgte die Behandlung mit dem DNA-Farbstoff 4′,6-Diamidin-2-phenylindol 
(DAPI; 1:100; AppliChem, Darmstadt). Durch Färbung mit Sudan-Black (Santa-Cruz Biotech-
nology, Santa Cruz, CA, USA) konnte die Autofluoreszenz des Gewebes herabgesetzt und 
somit der Hintergrund reduziert werden.  
Anschließend erfolgte die Betrachtung der Schnitte unter einem Fluoreszenzmikroskop (Leica 
Microsystems GmbH, Wetzlar) im 20x und 40x Objektiv. Durch verschiedene Anregungs- und 
Emissionsfilter konnten die Strukturen dargestellt werden. Die Wellenlängen der Anregungen/ 
Emissionen betrugen für Cy3 488/532nm (rot), für DyLight®488 493/518nm (grün) und für an 
dsDNA gebundenes DAPI 358/461nm (blau) (Abbildung 13, 14, 15). 
Ähnlich der Auswertung der IVM konnte, nach Überlagerung der angefertigten Bilder, durch 
Kolokalisation der Cy3 markierten Lipoplexe und dem nun durch indirekte Immunfluoreszenz 






dargestellten HSC-Marker α-SMA eine Transfektion der HSC durch die Lipoplexe verifiziert 
werden.  
 
4.4.3 Vollblutanalysen  
Die Blutproben wurden im automatischen Zellzähler (Sysmex KX-21, Sysmex Deutschland 
GmbH, Norderstedt) analysiert. Um eine Koagulation zu vermeiden, wurden diese bis zur Ana-
lyse in ständiger Bewegung auf einem Rollenmischer gelagert. Danach wurde das restliche 
Blut bei 3500 Umdrehungen/min zentrifugiert (Beckman CG-15, Beckman Coulter GmbH, Kre-
feld), das Plasma abpipettiert und bei -20°C für weitere Untersuchungen gelagert. 
 
4.4.4 Plasmaanalysen  
Die biochemische Analyse der Enzymaktivitäten von AST, ALT, ALP, GLDH sowie Bilirubin 
erfolgte mittels automatisierter photospektrometrischer Analyse mit dem cobas c111 analyzer 
und den entsprechenden Reagenzien (Roche, Mannheim, Deutschland) gemäß den Herstel-
lerangaben.  
Die ALT gilt als leberspezifisch, da sie hauptsächlich in den Hepatozyten vorkommt. Sie ist 
zum größten Teil (85 %) im Zytoplasma und zu einem geringen Teil (15 %) in den Mitochond-
rien der Hepatozyten lokalisiert (Halwachs-Baumann 2006). Die AST ist in diversen Organen 
(u.a. Leber, Nieren, Muskelgewebe) enthalten und ist bei Schädigungen der Leber im Blut 
häufig erhöht nachzuweisen. Im Gegensatz zur ALT ist das Enzym zu 85 % in den Mitochond-
rien und zu 15 % im Zytoplasma der Hepatozyten enthalten. Da das Enzym erst bei starker 
Schädigung der Leber aus den Mitochondrien freigesetzt wird, kann das Verhältnis von 
AST/ALT, der DeRitis Quotient, Hinweis auf die Schwere einer Lebererkrankung (DeRitis-Quo-
tient >1) geben (Halwachs-Baumann 2006). Die GLDH ist ebenfalls ein mitochondriales En-
zym und ähnlich wie die ALT relativ leberspezifisch. Durch Zerstörung von insbesondere zent-
roazinären Hepatozyten mit Schädigung der Mitochondrien kommt es zur Freisetzung der 
GLDH und somit zu erhöhten Blutwerten (Dörner 2009). 
Die ALP setzt sich aus mehreren Unterformen (Knochen-ALP, Leber-ALP etc.) zusammen, 
wobei etwa die Hälfte davon in der Leber synthetisiert wird und bei Schädigung des Organs 
erhöht ist (Halwachs-Baumann 2006).  
Bilirubin stellt das Abbauprodukt des Hämoglobins dar. Unterschieden werden indirektes (un-
konjugiertes) Bilirubin, welches bei intrahepatischen Erkrankungen anfällt und direktes (konju-
giertes) Bilirubin, welches nach Glukoronidierung in den Hepatozyten entsteht und bei posthe-
patischen Störungen wie Cholestase erhöht ist (Piper 2013).  
 






4.4.5 Histologische Analysen  
4.4.5.1 Hämatoxylin & Eosin  
Nach Fixierung des linkeslateralen Leberlappens in 4 % Formalin für 2-3 Tage und anschlie-
ßender Entwässerung in aufsteigender Alkoholreihe erfolgte die Einbettung in Paraffin (Merck, 
Darmstadt). Mit Hilfe eines Mikrotoms (Leica RM 2145, Wetzlar) wurden 5 µm dünne Schnitte 
angefertigt und diese auf Objektträger aufgetragen. Die Objektträger mit den Präparaten wur-
den bei 65°C für 30 Minuten inkubiert, in absteigender Alkoholreihe entparaffiniert und mit 
phosphatgepufferter Salzlösung (PBS) gewaschen. Im Anschluss erfolgte die erste Färbung 
mittels Hämalaun-Farbstoff (Merck KGaA, Darmstadt) für fünf Minuten. Hämatoxylin wird zu 
Hämatein oxidiert und als der basische Farbstoff Hämalaun von den anionischen Strukturen 
wie der DNA aufgenommen, wodurch zum Beispiel Zellkerne blau-violett imponieren. Nach 
erneutem Waschen mit Wasser und PBS wurden die Objektträger für 30 Sekunden in Eosin-
Lösung (Merck KGaA, Darmstadt) gebracht und mit Wasser und PBS gewaschen. Eosin färbt 
die kationischen Strukturen wie beispielsweise zytoplasmatische und extrazelluläre Kompo-
nenten rot (Welsch 2006). Zuletzt wurden die Schnitte durch reinen Alkohol entwässert. 
Anschließend erfolgte die Betrachtung der Schnitte im Lichtmikroskop (Olympus BX 51, 
OLYMPUS EUROPA SE & Co. KG, Hamburg) in 100x Vergrößerung. Hierbei wurden jeweils 
insgesamt 20 verschiedene Gesichtsfelder ausgewählt und mit einer Kamera (Color View II 
FW, OLYMPUS EUROPA SE & Co. KG, Hamburg) als Bilddatei festgehalten. Diese Bilder 
konnten im Anschluss mit Adobe Photoshop (Adobe Systems Software Ireland Limited, Dublin, 
Irland) mittels Markierung der nekrotischen Bereiche pro Bild und Zählung der jeweiligen Pi-
xelzahl ausgewertet werden. Dies erfolgte manuell mittels „Lasso-Werkzeug“, womit Bereiche 
individuell frei Hand umschrieben und ausgewählt werden konnten (Abbildung 9). Anhand der 
Gesamtpixelzahl pro Bild konnte somit der Anteil der nekrotischen Areale am gesamten Le-
bergewebe berechnet werden. Randbereiche wurden nicht in die Berechnung einbezogen.  
 







Abbildung 9: Exemplarischer Bildausschnitt eines mittels Adobe Photoshop bearbeiteten, H&E-gefärbten 
Leberschnittes. Gestrichelte Linien umgeben die per „Lasso-Werkzeug“ markierten, nekrotischen (hell rosa) Be-
reiche. Balken entspricht 200 µm. 
 
4.4.5.2 Sirius Red  
Die Färbung von Leberschnitten mit Sirius Red ist eine gut etablierte und aussagekräftige Me-
thode zum Nachweis von extrazellulärer Matrix (Segnani et al. 2015, Abshagen et al. 2015 (a, 
b, c), Black 2018). Die Fixierung, Einbettung und das Schneiden des Lebergewebes erfolgten 
hierbei in gleicher Weise wie bei der Vorbereitung zur Hämatoxylin & Eosin (H&E)-Färbung 
(4.4.5.1). Die rötliche Färbung von Kollagen resultierte durch eine 60-minütige Inkubation der 
Objektträger in Pikro-Sirius Red Lösung (Sigma Aldrich, Schnelldorf) mit anschließendem Wa-
schen und Dehydrieren durch reinen Alkohol wie bei 4.4.5.1. 
Die mikroskopische Betrachtung sowie Aufnahmen der Bilder von jeweils 20 Gesichtsfeldern 
pro Präparat erfolgte wie zuvor bei der Analyse der nekrotischen Areale (4.4.5.1). Die Auswer-
tung erfolgte ebenfalls mit Adobe Photoshop, wobei hierbei die fibrotischen Areale, erkennbar 
an der rötlichen Färbung des Kollagens, markiert wurden und in gleicher Weise, wie bei den 
H&E Schnitten, die Pixelzahl erfasst und deren Anteil am Lebergewebe bestimmt werden 
konnte. Dies konnte aufgrund der kräftigen Farbe der gefärbten Bereiche durch den Menü-
punkt „Farbbereich“ erfolgen, wodurch Bereiche des Bildes mit dem gleichen oder ähnlichen 
Farbbereich ausgewählt werden können (Abbildung 10). Auch hier wurden Randbereiche nicht 
mit in die Auswertung einbezogen. 
 







Abbildung 10: Exemplarischer Bildausschnitt eines mittels Adobe Photoshop bearbeiteten Sirius Red-ge-
färbten Leberschnittes.  Gestrichelte Linien umgeben die per Auswahl „Farbbereich“ markierten, mit Sirius Red-
gefärbten, Kollagen-haltigen Bereiche. 
 
4.4.6 Western Blot 
Mittels Western Blot erfolgte die quantitative Proteinanalyse des HSC-Markers α-SMA. Das 
Protein α-SMA wird im Rahmen der HSC-Aktivierung und -Kontraktion bei Fibrosierung der 
Leber gebildet (Friedman 2008 (a)) und gilt als der zuverlässigste Marker für Myofibroblasten 
(Novo 2014). Das schockgefrorene Lebergewebe wurde zunächst mittels Lysispuffer (50 mM 
Tris-HCl, 150 mM NaCl, 1 % Nonidet P-40, 0,5 % Natriumdeoxycholat, 0,1 % Natriumdode-
cylsulfat (SDS), 10x Protease Inhibitor) lysiert. Nach Kühlung für 30 min auf Eis und anschlie-
ßender Zentrifugation der Proben erfolgte die Auftrennung von jeweils 40 µg Protein durch 
sodium dodecyl sulfate (SDS)-Gelelektrophorese sowie die anschließende Übertragung auf 
Nitrozellulose-Membranen (Amersham Biosciences, Freiburg). Die Anfärbung der Proteine er-
folgte, nach Blockade von unspezifischen Proteinbindungsstellen mit bovinem Serumalbumin 
(BSA), über Nacht bei 4°C mit einem anti-α-SMA Primärantikörper (1:1000; Sigma-Aldrich Co.) 
sowie einem anti-Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) Antikörper (1:20000; 
Merck Millipore Chemicals GmbH, Schwalbach). Als Sekundärantikörper wurde ein Meerret-
tichperoxidase (HRP)-konjugierter anti-mouse Antikörper (α-SMA: 1:20.000; GAPDH:  
1:40.000; Sigma-Aldrich Co.) verwendet. Durch Luminol-verstärkte Chemilumineszenz (ECL) 
mittels ECL Western blot reagents (Amersham Biosciences) wurde die Oxidation von Luminol 
durch die HRP katalysiert.  






Die resultierenden Signale der Emission des oxidierten Luminols bei Rückkehr in den Grund-
zustand und somit die quantitative Expression von α-SMA und GAPDH wurden densitomet-
risch erfasst und mittels Quantity One Software (Bio-Rad Laboratories GmbH, München) aus-
gewertet. Die Normalisierung der α-SMA Signale erfolgte gegen GAPDH als Housekeeping 
Protein.  
Die quantitative Analyse der Foxf1-Proteinexpression konnte aufgrund nicht funktionierender 
Antikörper leider nicht erfolgen. 
 
4.4.7 RT-PCR  
Die reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) erfolgte zur quantitativen Ana-
lyse der Foxf1 mRNA Expression. Das zuvor in flüssigem Stickstoff schockgefrorene Leber-
gewebe (-80°C) wurde in einer Schwingmühle (MM 301, Retsch GmbH, Haan) durch Wolf-
ramcarbid-Kugeln homogenisiert (Qiagen, Hilden). Hieraus wurde die Gesamt-RNA mittels In-
visorb Spin Tissue RNA Mini Kit (Invitek, Berlin) bzw. dem RNeasy Mini Kit in Kombination mit 
dem RNase free DNase Set zur Elimination von DNA (Qiagen Inc., Valencia, CA, USA) gemäß 
den Herstellerangaben isoliert. Die Konzentration der RNA konnte mittels Nanodrop 2000 
Spectrophotometer (PegLab Biotechnologie GmbH, Erlangen) ermittelt werden. Die RNA 
wurde nun in cDNA umgeschrieben. Hierfür erfolgte zunächst die Inkubation eines Oligomixes, 
bestehend aus 2 µg RNA, Diethyldicarbonat (DEPC) Wasser und Oligo(dT)18-Primer (Biolabs, 
Frankfurt am Main, Deutschland) bei 72°C für 10 Minuten im Mastercycler (Mastercycler gra-
dient, Eppendorf, Wesseling-Berzdorf). Im Anschluss wurde aus dem Oligomix, Puffer, Dithio-
threitol (DTT), Desoxyribonukleosidtriphosphat (dNTP) - Mix (Thermo Fischer Scientific Inc., 
Waltham MA, USA) und SuperScript™ II Reverse Transkriptase (Invitrogen, Karlsruhe, 
Deutschland) ein Masteransatz hergestellt und dieser bei 42°C für 65 Minuten im Mastercycler 
erhitzt. Die RT-PCR erfolgte nach Standardprotokoll (30 min bei 48°C, 10 min bei 95°C, 40 
Zyklen bei 95°C für jeweils 15 s sowie 1 min bei 60°C) durch den ABI PRISM 7700 Sequence 
Detector (Software: Sequence Detection System v1.6.3 (ABI)) oder das StepOnePlus™ Real 
Time PCR System (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, Massachus-
etts, USA) mit Sequenzen der jeweiligen Primer (Tabelle 4-3) in der Menge von 300 nM und 
den Sonden in der Menge von 100 nM (siehe auch Santel et al. 2006, Fehring et al. 2013, 
Abshagen et al. 2015 (b)). Als Housekeeping-Gen wurde Phosphatase and Tensin homolog 
(PTEN) zur internen Kontrolle verwendet.  
Die Auswertung der erhaltenen threshold cycle (CT)-Werte erfolgte anhand der delta-delta-
Cycle of treshold (∆∆CT)-Methode. Die CT-Werte wurden gegenüber PTEN normalisiert (∆CT) 
und im Anschluss ∆CT der Proben von ∆CT der Positivkontrolle (mit Pufferlösung behandelte 






Mäuse) subtrahiert (∆∆CT). Hierzu musste eine Primereffizienz von nahezu 100 % (d.h. 1,9-
2,2) bestehen. 
 
Gen Primer Sequenz (5’ zu 3’) 
Foxf1 Vorwärts GCAGCCATACCTTCACCAAAAC 
 Rückwärts ACATGCTGGGCGACTGTGA 
 Sonde AGAACTGCAAGGCATCCCTCGGTATCAC 
PTEN Vorwärts CACCGCCAAATTTAACTGCAGA 
 Rückwärts AAGGGTTTGATAAGTTCTAGCTGT 
 Sonde TGCACAGTATCCTTTTGAAGACCATAACCCA 
 
4.4.8 Fluidigm Analyse  
Die Fluidigm-Analyse bietet die Möglichkeit eine große Anzahl an Genen in wenig Probenma-
terial gleichzeitig zu analysieren. Diese Untersuchungen wurden in Kooperation mit dem Dr. 
Margarete Fischer-Bosch-Institut für Klinische Pharmakologie in Stuttgart durchgeführt. Es 
wurden dort 600 ng/12 µl totale RNA nach reverser Transkription durch die „microfluidic Flu-
idigm Biomark™ chip platform“ (Fluidigm Corporation, San Francisco, CA, USA) analysiert. 
Hierfür benutzten die Stuttgarter Kollegen vorgefertigte Genexpressions-Assays von Applied 
Biosystems (auch Abshagen et al. 2015 (b)). Die Auswertung erfolgte wie bei der RT-PCR 
mittels der ∆∆CT-Methode und GAPDH als Housekeeping-Gen. Durch Auftreten von verein-
zelten Fehlmessungen wurden insgesamt drei Läufe durchgeführt und die Ergebnisse z.T. ge-
mittelt.  
 
4.4.9 Datenverarbeitung und Statistik 
Die erhobenen Daten wurden dokumentiert, in Microsoft Excel (Microsoft Corporation, 
Redmond, USA) eingefügt und Mittelwerte, Standardabweichungen und Standardfehler der 
Mittelwerte berechnet. Die grafische Darstellung der Daten erfolgte als Balkendiagramme mit-
tels SigmaPlot12 (Jandel Corp., San Rafeal, USA). Die Mortalität der Tiere wurde grafisch in 
Kaplan-Maier-Überlebenskurven dargestellt. Die statistische Analyse der Daten erfolgte mit-
tels SigmaStat (Jandel Scientific, San Rafael, CA, USA). Die Unterschiede zwischen den 
Gruppen (siFoxf1 bzw. siLuci) wurden mittels zweiseitigem t-Test für verbundene Stichproben 
nach Student ermittelt, mit anschließender Bonferroni-Korrektur zur Reduzierung der Alpha-
Fehler-Wahrscheinlichkeit. Bei p < 0.05 wurde eine statistische Signifikanz angenommen.  
 








5 Ergebnisse  
5.1 Zustand der Tiere  
Nach Erwachen aus der Narkose erschienen die Tiere kurze Zeit desorientiert und körperlich 
geschwächt. Sie wurden während dieser Zeit aufgrund des postnarkotisch verminderten Ener-
gieumsatzes durch eine Wärmelampe vor Hypothermie geschützt. Nach einer Gasnarkose 
überwanden sie diesen Zustand nach subjektivem Eindruck schneller als nach der intraperi-
tonealen Narkose, insgesamt waren die Tiere jedoch innerhalb kurzer Zeit wieder vollständig 
wach, tranken und fraßen problemlos. Den im Anschluss an die Laparotomie bzw. die Hautin-
zision zur intravenösen Injektion auftretenden Schmerzen wurde durch die Zugabe von je vier 
Tropfen = 100 mg Metamizol (Novalgin®, Sanofi-Aventis Deutschland GmbH, Frankfurt) pro 
100 ml Trinkwasser vorgebeugt. Das mit Analgetikum versetzte Trinkwasser wurde aus hygi-
enischen Gründen, sowie um einen Wirkungsverlust des Medikaments zu verhindern, täglich 
erneuert. Die Mehrheit der Tiere zeigte sich prä- wie postoperativ subjektiv vollkommen gleich-
wertig aktiv und ohne Anzeichen von Schmerzen. Tiere, welche bereits vor der Terminierung 
verstarben, fraßen weniger und waren sichtbar weniger aktiv. Bei Obduktionen einiger verstor-
bener Tiere konnte das Versagen der Ligatur nachgewiesen werden, was vermutlich über eine 
folgende Peritonitis zum Tode führte. 
 
5.2 Intrahepatische Verteilung von DBTC-Cy3  
5.2.1 Intravitale Fluoreszenzmikroskopie  
Um die Verteilung der verwendeten DBTC Lipoplexe innerhalb der Leber zu beurteilen, wurde 
im ersten Studienabschnitt Tieren mit einer gesunden bzw. fibrotischen Leber fluoreszenzmar-
kierte Lipoplexe (DBTC-Cy3 siRNA) systemisch verabreicht. Die in vivo Analyse der Lebern 
zu verschiedenen Zeitpunkten nach Injektion zeigte unterschiedliche Verteilungsmuster. Wäh-
rend sich nach einer Stunde vermehrt intravasale sowie ubiquitäre Signale entlang der Si-
nusoide, insbesondere an deren Rand im Bereich des Disse-Raumes, beobachten ließen, ver-
änderte sich die Verteilung vier Stunden nach Injektion. Es waren weniger Cy3-Fluoreszenz-
signale zu beobachten, welche nun punktuell akkumulierten (Abbildung 11 b). Durch die Kolo-
kalisation dieser Signale mit denen der Vitamin A-Autofluoreszenz (UV-Filter) konnte die 
Transfektion der HSC mit den Lipoplexen identifiziert werden (Abbildung 12). 
Trotz einer veränderten Mikrozirkulation sowie erschwerten Mikroskopie-Bedingungen in den 
fibrotischen Lebern konnten auch bei den kranken Tieren Kolokalisationen der Cy3-Fluores-









Abbildung 11: Intravitalmikroskopische Aufnahmen der Leber. (a) gesunde Leber 1 h nach i.v. Injektion der 
Pufferlösung im Grünlichtfilter (oben, normale Gewebefluoreszenz) und UV-Filter (unten, Vitamin A-Autofluores-
zenz); Balken entsprechen 200 µm; (b) hepatische Cy3-Fluoreszenz 1 h bzw. 4 h nach i.v. Injektion der Cy3-mar-
kierten Lipoplexe in eine gesunde Leber (obere Reihe) und fibrotische Leber 5 d nach BDL (untere Reihe); Balken 
entsprechen 100 µm. 
 
 
Abbildung 12: Intravitalmikroskopische Aufnahmen der Cy3- und Vitamin A-Fluoreszenz einer fibrotischen 
Leber (5 d nach BDL) 4 h nach i.v. Injektion von DBTC-Cy3 siRNA. Die Pfeile markieren exemplarisch Cy3-
positive Signale, welche mit Vitamin A-positiven Fluoreszenzsignalen kolokalisieren, was auf eine erfolgreiche 









5.2.2 Immunfluoreszenz  
Zur Verifizierung dieser Beobachtungen wurden von den Lebern Schnittpräparate angefertigt 
und mittels Immunfluoreszenz untersucht. Hierbei ließ sich das unterschiedliche Verteilungs-
muster der Lipoplexe eine und vier Stunden nach Injektion der Lipoplexe sowie zwischen ge-
sunden und fibrotischen Lebern bestätigen.  
So zeigten sich eine Stunde p.t. die Cy3-Signale der DBTC-Formulierungen besonders entlang 
der Gefäßstraßen des Lebergewebes sowie im Bereich der Sinusoide (Abbildung 13 b). Zu-
sätzlich wurde die α-SMA Expression zur Darstellung der HSC (Abbildung 13 c), sowie DAPI 
als Kernfärbung (Abbildung 13 a) betrachtet. Nach Überlagerung der einzelnen Fluoreszenz-
bilder (Cy3/DAPI/α-SMA) waren bereits nach einer Stunde Kolokalisationen von HSC und den 
Lipoplexen erkennbar (Abbildung 13 d). Im Vergleich dazu kam es vier Stunden p.t. zu einem 
veränderten Cy3-Fluoreszenzmuster. Die Cy3-Fluoreszenzsignale ließen sich nun weniger in-
travasal, sondern eher intrazellulär in der Nähe der Sinusoide beobachten. Da in der gesunden 
Leber kaum α-SMA exprimiert wird, konnte keine Aussage zur Kolokalisation mit den HSC 
gemacht werden. Ein ähnliches Cy3-Verteilungsmuster, jedoch mit etwas geringerer Fluores-
zenzintensität war in den fibrotischen Lebern zu beobachten. Nach Überlagerung der einzel-
nen Fluoreszenzen konnten Kolokalisationen von Cy3 mit α-SMA, also mit aktivierten HSC, 
detektiert werden (Abbildung 14). Die intrahepatische Verteilung der DBTC-Lipoplexe war in 
fibrotischen Lebern 14 Tage nach BDL aufgrund ausgeprägter Schädigungen und des fibroti-
schen Umbaus des Lebergewebes (Abbildung 15) und damit einhergehenden Mikrozirkulati-
onsstörungen sehr eingeschränkt. Vor allem in den fibrotischen Arealen war nahezu keine 











Abbildung 13: Immunfluoreszenzmikroskopie des Lebergewebes 1 h nach i.v. Injektion von Cy3-DBTC siRNA in 
gesunden Tieren. a) DAPI-Färbung (blau) – Zellkerndarstellung; b) Cy3-Fluoreszenz (rot) – Darstellung der markierten 
Lipoplexe; c) α-SMA-Fluoreszenz (grün) – HSC-Darstellung; d) Überlagerung der DAPI/Cy3/α-SMA-Fluoreszenzen zur Dar-









Abbildung 14: Immunfluoreszenzmikroskopie des Lebergewebes 4 h nach i.v. Injektion von Cy3-DBTC 
siRNA in Tieren 5 d nach BDL. a) Überlagerung der Cy3/α-SMA/DAPI-Fluoreszenzen, Kolokalisation von mar-
kierten Lipoplexen und HSC (Rechteck – Bereich detailliert in b und c dargestellt); b) α-SMA-Fluoreszenz (grün) – 
HSC-Darstellung; c) Cy3-Fluoreszenz (rot) – Darstellung der markierten Lipoplexe; Balken entsprechen 50 µm in 




Abbildung 15: Immunfluoreszenzmikroskopie des Lebergewebes 4 h nach i.v. Injektion von Cy3-DBTC 
siRNA in Tieren 14 d nach BDL. Überlagerung der Einzelfluoreszenzbilder von Cy3/α-SMA/DAPI; Balken ent-









5.3 Therapeutischer Ansatz mittels DBTC-Foxf1 siRNA 
5.3.1 Blutbild  
Zur Beurteilung möglicher Auswirkungen des Foxf1-Silencing auf die Zellreihen erfolgte die 
Analyse des Blutbildes. Mit Zunahme der Leberschädigung ließen sich im Verlauf nach BDL 
Veränderungen der Zellreihen sowie von Hämoglobin und Hämatokrit nachweisen (Tabelle 
5-1). 
In beiden Gruppen zeigten sich Erythrozytenzahl, Hämoglobinwert (Hb) und Hämatokrit (HKT) 
im Verlauf nach BDL vermindert. Der Hämoglobinwert fiel von initial 8,47 mmol/L (siFoxf1) 
bzw. 8,53 mmol/L (siLuci) an Tag zwei auf 7,15 mmol/L bzw. 7,10 mmol/L an Tag 14. Gleich-
ermaßen verhielt es sich in beiden Gruppen mit dem Hämatokrit  (0,45 % an Tag 2 und 0,39 % 
an Tag 14) sowie den Erythrozytenzahlen (ca. 8,8 *10^12 an Tag 2 und ca. 8,0 *10^12 an Tag 
14).  
Die Thrombozytenzahlen (*10^9) fielen in beiden Gruppen nach BDL zunächst leicht ab, wobei 
es zum späten Zeitpunkt an Tag 14 zu einem deutlichen Anstieg kam.  
Die Leukozytenzahlen (*10^9/L) stiegen im Verlauf in beiden Gruppen an, wobei sich hierbei 
der verhältnismäßig größte Anstieg der Zellreihen zeigte (Tag zwei: 5,87 [siFoxf1] / 6,32 [si-
Luci]), Tag 14: 16,86 [siFoxf1] / 14,91 [siLuci]). 
Signifikante Unterschiede zwischen der siFoxf1- und siLuci Gruppe konnten jedoch nicht beo-













2 d siFoxf1 8,84 8,47 0,45 835,60 5,87 
2 d siLuci 8,87 8,53 0,45 901,90 6,32 
5 d siFoxf1 8,04 7,53 0,40 741,14 8,63 
5 d siLuci 8,44 8,03 0,43 802,00 7,03 
14 d siFoxf1 8,07 7,15 0,39 1395,90 16,86 
14 d siLuci 8,03 7,10 0,39 1446,22 14,91 
 
Tabelle 5-1: Blutbild (Mittelwerte) der mit DBTC-Luci siRNA (siLuci) bzw. DBTC-Foxf1 siRNA (siFoxf1) be-
handelten Tiere 2, 5 und 14 d nach BDL. n = 7-12 pro Gruppe und Zeitpunkt. 
 
5.3.2 Foxf1-Silencing  
Um das Gen-Silencing durch die applizierte Foxf1 siRNA nachzuweisen, erfolgte die quantita-
tive Bestimmung von Foxf1 mRNA im Lebergewebe mittels RT-PCR. 
Während sich in der Kontrollgruppe (siLuci) kein Unterschied in der Foxf1 mRNA Expression 







Expression der Foxf1 mRNA im Vergleich zu siLuci an Tag zwei nach BDL beobachtet werden 
(Abbildung 16). An den Tagen fünf und 14 ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwi-
schen den Gruppen. 
 
 
Abbildung 16: Quantitative RT-PCR-Analyse der relativen Foxf1 mRNA Expression in siLuci bzw. siFoxf1 
behandelten Tieren 2, 5 und 14 d nach BDL. Mittelwert (MW) ± Standardfehler des Mittelwerts (SEM); t-Test inkl. 
Bonferroni-Korrektur; *p < 0,05 vs. siLuci desselben Zeitpunktes; n = 7-12 pro Gruppe und Zeitpunkt. 
 
5.3.3 Leberschaden 
Zur Charakterisierung der Gewebeschädigung der Leber erfolgte die Bestimmung der Aktivi-
täten der Leberenzyme AST, ALT und GLDH im Blutplasma. In beiden Versuchsgruppen wa-
ren an Tag zwei sehr hohe Werte dieser Leberenzyme zu beobachten, welche im Verlauf der 
Erkrankung z.T. wieder stark abfielen.  
Im Gegensatz dazu stieg die Konzentration von Bilirubin (total und konjugiert) und vor allem 
die Aktivität der ALP als Zeichen einer cholestatischen Leberschädigung über den Zeitraum 
von 14 d stark an. Bei allen untersuchten Parametern ließen sich keine signifikanten Unter-








Abbildung 17: Leberschädigungsparameter von siLuci bzw. siFoxf1 behandelten Tieren 2, 5 und 14 d nach 
BDL. Balkenfarbe: Schwarz = siLuci; Grau = siFoxf1; MW ± SEM; n = 7-12 pro Gruppe und Zeitpunkt. 
 
Um das Ausmaß der hepatozytären Schädigung nach BDL und entsprechende Auswirkungen 







farktbereiche (Abbildung 19) im Lebergewebe quantifiziert. In der Kontrollgruppe (siLuci) wa-
ren an Tag zwei und 14 nach BDL jeweils ca. 3 % des Lebergewebes nekrotisch, während an 
Tag fünf nur ca. 0,7 % nekrotische Fläche zu beobachten war. An den Tagen zwei und fünf 
war in den siFoxf1 Tieren der Anteil nekrotischer Fläche mit dem der Kontrollgruppe vergleich-
bar. Hingegen wies die siFoxf1-Gruppe zum späten Zeitpunkt nach BDL nur halb so viele Nek-




Abbildung 18: Quantitative Auswertung der nekrotischen Bereiche (Galleninfarkte) in H&E-gefärbten Le-
berschnitten in siLuci- und siFoxf1-behandelten Tieren 2, 5 und 14 d nach BDL. MW ± SEM; n = 7-12 pro 
Gruppe und Zeitpunkt. 
 
 
Abbildung 19: Repräsentative H&E gefärbte Leberschnitte 14 Tage nach BDL (Balken = 200 µm). Links 









Die Beurteilung der Fibrosierung erfolgte durch die quantitative Auswertung Sirius Red-gefärb-
ter Leberschnitte. Wie zu erwarten, nahm mit Progression der Leberschädigung die Menge an 
extrazellulärer Matrix zu, deutlich erkennbar an der stark erhöhten Sirius Red-positiven Fläche 
an Tag 14 nach BDL (Abbildung 20, 21).  
 
 
Abbildung 20: Repräsentative Sirius Red gefärbte Leberschnitte 14 Tage nach BDL. siLuci (links), siFoxf1 
(rechts). Der Anteil extrazellulärer Matrix (rot angefärbt) ist deutlich geringer in der siFoxf1-Gruppe.  
(Balken = 500 µm) 
 
Interessanterweise war an Tag 14 nach BDL in den DBTC-Foxf1 siRNA behandelten Tieren 
die Fibrose geringer ausgeprägt als in den DBTC-Luci siRNA behandelten Tieren. Während in 
der Kontrollgruppe an Tag 14 ca. 3 % des Lebergewebes Sirius Red-positiv war, besaßen die 









Abbildung 21: Quantitative Auswertung der fibrotischen Bereiche in der Leber nach Färbung mit Sirius Red 
zu verschiedenen Zeitpunkten nach BDL; MW ± SEM; t-Test inkl. Bonferroni-Korrektur; *p < 0,05 vs. siLuci 
desselben Zeitpunktes; n = 7-12 pro Gruppe und Zeitpunkt. 
 
5.3.4.1 Westernblot (α-SMA)  
Die zusätzliche Analyse der hepatischen Proteinexpression des HSC-Markers α-SMA diente 
der näheren Charakterisierung der HSC-Aktivierung (Abbildung 22). Die Ergebnisse der Wes-
ternblot-Analyse ergaben für die Kontrollgruppe eine zunehmende Expression im Verlauf nach 
BDL mit fast viermal so hohen Werten an Tag 14 gegenüber Tag zwei. Zu den frühen Unter-
suchungszeitpunkten (Tag zwei auf Tag fünf) stiegen die Werte sowohl in der Foxf1- als auch 
der Kontrollgruppe auf etwa das Dreifache ohne deutlichen Unterschied zwischen den Grup-
pen.  An Tag 14 konnte hingegen eine um die Hälfte reduzierte α-SMA Expression in der 
siFoxf1-Gruppe gegenüber der Kontrollgruppe gezeigt werden, wobei sich hierfür keine Signi-
fikanz nachweisen ließ. Die quantitative Expression in der siFoxf1-Gruppe war an Tag 14 so-











Abbildung 22: Westernblot-Analyse der hepatischen α-SMA Proteinexpression in DBTC-Foxf1 siRNA und 
DBTC-Luci siRNA behandelten Tieren 2, 5 und 14 d nach BDL (links) und quantitative Analyse der Protein-
banden (rechts). GAPDH wurde als Ladekontrolle sowie zur Normalisierung der Signale genutzt. MW ± SEM; n = 
7-12 pro Gruppe und Zeitpunkt. 
 
5.3.4.2 Fluidigm  
Mittels der Fluidigm Taqman RT-PCR wurde durch unseren Kooperationspartner Dr. Maria 
Thomas (Dr. Margarete Fischer-Bosch-Institut für Klinische Pharmakologie in Stuttgart) die 
mRNA Expression von 48 verschiedenen fibrotischen Markern (siehe Abkürzungsverzeichnis) 
analysiert. Die Darstellung der Genexpressionsstärke erfolgte für den Mittelwert jedes Zeit-
punktes und Gruppe u.a. mittels Farbdarstellung in einer „heatmap“ (Abbildung 23). So zeigten 
viele der Gene zu den späteren Untersuchungszeitpunkten fünf und 14 d eine erhöhte Expres-
sion, während bei anderen Genen die Expressionsstärke im Verlauf der Fibrosierung abnahm. 
Gene, welche u.a. an der Fibrosierung, HSC-Aktivierung und Zellkommunikation/Zellwachs-
tum beteiligt sind, wie zum Beispiel Kollagene (Col1a1 und Col3a1), Aktin (Actb), Integrin 
(Itgb1), Endoglin (Eng) oder Rac Family Small GTPase 1 (Rac1) waren eher stärker exprimiert. 
Eine vergleichsweise geringe Expressionsstärke zeigte sich u.a. bei dem Gen für Matrix-Me-
talloproteinasen (Mmp10), welche im Rahmen einer HSC-Aktivierung herunterreguliert werden 
(3.1.5). Weiterhin zeigt sich insbesondere an Tag zwei für die meisten der 48 Gene eine ge-
ringere Expression in der siFoxf1-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe. Auffällig war wei-
terhin eine an den Tagen fünf und 14 für die Mehrzahl der Gene erhöhte Expressionsstärke in 








Abbildung 23: Darstellung der mRNA Expression von 48 Genen als Heatmap (Fluidigm-Analyse) in der  
siLuci- bzw. siFoxf1-Gruppe zu verschiedenen Zeitpunkten nach BDL. Das Farbspektrum von blau bis rot stellt 
separat pro Gen niedrigere Expressionen in dunkelblau und hohe Expressionen in dunkelrot dar.  
 
Zusätzlich erfolgte die Darstellung ausgewählter Gene in Form von Balkendiagrammen (Ab-
bildung 24). Abgebildet sind sowohl Marker für die Fibrosierung, wie Col1a1 (kodiert für Kol-
lagen alpha-1(I) chain), Mmp10 (kodiert für Matrixmetalloproteinase-10) und Pdgfb (kodiert für 
Platelet-derived growth factor subunit B), als auch Marker der Aktivierung/Inhibierung der HSC 
wie Gfap (kodiert für Glial fibrillary acidic protein), Pparg (kodiert für Peroxisome proliferator-
activated receptor gamma) und Ngfr (kodiert für Nerve growth factor receptor) (Abshagen et 
al. 2015 (b), Friedman 2008 (a), Hazra et al. 2004, Morini et al. 2005, Trim et al. 2000). 
In der mit DBTC-Foxf1 siRNA behandelten Gruppe sind jeweils signifikant geringere Expres-
sionen von Col1α1 (Tag 14) und Pdgfb (Tag zwei), eine erhöhte Expression von Mmp10 (Tag 
fünf) sowie signifikant erhöhte Expressionen von Pparg (Tage fünf und 14), Ngfr (Tag fünf) und 
Gfap (Tag fünf) erkennbar (Abbildung 24). 
Während die Col1a1 mRNA Expression in der Kontrollgruppe über den gesamten Beobach-
tungszeitraum stetig anstieg, konnte dies in der siFoxf1-Gruppe nicht beobachtet werden. So 
war in der siFoxf1-Gruppe an Tag 14 nach BDL die mRNA Expression für Col1a1 signifikant 
geringer als in der siLuci-Gruppe (Abbildung 24 a). 
Heatmap der Fluidigm-Analyse (separat)































Die mRNA Expression von Pparg zeigte sich in der Kontrollgruppe im Verlauf allenfalls leicht 
ansteigend, während bei siFoxf1 ein deutlicher Anstieg der Expression an den Tagen fünf und 
14 mit jeweils signifikantem Unterschied zu siLuci nachweisbar war (Abbildung 24 b).  
Bezüglich der Analyse von Mmp10, Ngfr und Gfap lässt sich in der Kontrollgruppe kein we-
sentlicher Unterschied in der Expression zu den unterschiedlichen Messzeitpunkten erkennen, 
wobei diese im Verlauf für Mmp10 tendenziell zu- und für Ngfr und Gfap eher abnimmt. In der 
Therapiegruppe konnten hingegen für Mmp10, Ngfr und Gfap deutlich vermehrte Expressio-
nen an den Tagen fünf und 14 nachgewiesen werden, wobei sich jeweils an Tag fünf die 
stärkste Expression mit signifikantem Unterschied zur Kontrollgruppe ergab (Abbildung 24 c, 
d, e).  
Die Pdgfb Expression stieg im Verlauf von Tag fünf auf 14 in beiden Gruppen an, wobei zum 
frühen Zeitpunkt nach BDL an Tag zwei gegenüber siLuci eine signifikant verminderte Expres-








Abbildung 24: Quantitative Analyse der mRNA Expression ausgewählter Gene der siFoxf1- bzw. siLuci-
Gruppen zu verschiedenen Zeitpunkten nach BDL mittels Fluidigm Taqman RT-PCR. z.T. Mittelwerte aus 3 
Messungen. MW ± SEM; t-Test inkl. Bonferroni-Korrektur; *p < 0,05 vs. siLuci desselben Zeitpunktes; n = 7-12 pro 









5.4 Mortalitätsstatistik  
Um zu überprüfen, ob sich die antifibrotischen Effekte der DBTC-Foxf1 siRNA auch auf die 
Sterblichkeit nach BDL auswirken, wurde zum Ende des Projektes eine Mortalitätsstudie über 
einen Beobachtungszeitraum von 49 Tagen durchgeführt. Die Auswertung der erhobenen Da-
ten erfolgte mittels Kaplan-Maier-Überlebenskurven in Sigmaplot. Bei beginnender gleicher 
Sterblichkeit in beiden Gruppen, kam es im Verlauf zur Divergenz der Überlebenskurven (Ab-
bildung 25). In der mit Foxf1 siRNA-behandelten Gruppe verstarben die Tiere im Vergleich zur 
Kontrollgruppe insgesamt nach einer kürzeren Zeitspanne nach BDL. Nach 46 Tagen waren 
alle Tiere der Foxf1 siRNA-Gruppe verstorben, während in der Kontrollgruppe vier Tiere bis zu 
diesem Zeitpunkt überlebt hatten. Nach 49 Tagen war kein weiterer Datengewinn zu erwarten, 
sodass die Tötung von zwei verbliebenden Tieren der Kontrollgruppe, auch zur Linderung des 
Leidens der Mäuse, erfolgte und diese entsprechend als Zensur gelistet wurden. Eine sichere 
Aussage zu einem positiven oder negativen Effekt der Foxf1 siRNA auf das Überleben lässt 
sich aufgrund fehlender Signifikanz (p = 0,09) jedoch nicht treffen. Es ist anzumerken, dass in 
den ersten vier Tagen nach BDL mit jeweils vier Mäusen pro Gruppe verhältnismäßig viele 
Tiere im Vergleich zu den zuvor durchgeführten Versuchen nach BDL verstarben. 
 
Abbildung 25: Kaplan-Maier Überlebenskurven der siFoxf1- bzw. siLuci-behandelten Tiere nach BDL über 







6 Diskussion  
6.1 Diskussion von Material und Methoden 
Erkrankungen der Leber stellen ein hoch relevantes gesundheitliches Problem mit gravieren-
den Auswirkungen für die Betroffenen dar. Aufgrund der häufig jahrelangen und komplikati-
onsreichen Verläufe ist außerdem ein mit diesen Krankheitsbildern verbundener, für das Ge-
sundheitssystem relevanter, finanzieller Aspekt zu beachten. Für das Jahr 2015 gab das sta-
tistische Bundesamt für „Krankheiten der Leber“ Kosten für Deutschland in Höhe von 1,045 
Milliarden Euro an (Statistisches Bundesamt 2019 (c)). 
Die therapeutischen Optionen orientieren sich zum aktuellen Zeitpunkt vor allem an der Ursa-
chenbekämpfung, wie dem Eliminieren einer externen Noxe, zum Beispiel Abstinenz bei alko-
holinduzierter Leberschädigung oder der Eradikation von leberschädigenden Erregern, zum 
Beispiel antivirale Medikation bei Hepatitis-Viren (Weiskirchen et al. 2018). Als Ultima Ratio 
bleibt nur die Organtransplantation, für die jedoch strenge Regelungen existieren. Beispiels-
weise ist bei alkoholinduzierter Leberschädigung schon für die Aufnahme auf die Warteliste 
unter anderem eine völlige Alkoholabstinenz von mindestens 6 Monaten nachzuweisen (Bun-
desärztekammer 2017). Supportive Medikationen bezüglich des fortschreitenden Leberscha-
dens und der Fibrosierung sind Gegenstand zahlreicher experimenteller und auch zum Teil 
klinischer Studien (Yoon et al. 2016). Da bisher keine antifibrotische Therapie erfolgreich in 
der Praxis etabliert werden konnte (Fallowfield 2015, Yoon et al. 2016), ist es wichtig, die Er-
forschung neuer Methoden zur Therapie von Lebererkrankungen voranzutreiben, um die the-
rapeutischen Optionen zu verbessern und zu erweitern. Hierbei liegt der Fokus weiterhin auf 
den HSC, welche eine zentrale Funktion während der Fibrogenese einnehmen (Bansal und 
Chamroonkul 2019).  
Auch wenn viele der antifibrotischen Studien vielversprechende Ergebnisse an (primären) 
HSC in vitro erzielten, so sind die Effekte in vivo häufig deutlich geringer ausgeprägt oder gar 
nicht zu beobachten. Durch in vitro-Modelle können molekulare Prozesse im Rahmen der Ak-
tivierung der HSC gut reproduziert und mögliche therapeutische Optionen getestet werden. 
Hierbei kann zwischen primären und immortalisierten HSC unterschieden werden (Hermann 
et al. 2007). Primäre HSC werden in der Regel aus lebenden Nagetieren isoliert und spiegeln 
die in vivo Bedingungen relativ gut wider. Auf einer Plastikoberfläche kultiviert, kommt es zur 
Aktivierung der primären HSC und zur Differenzierung zu ECM-produzierenden Myofibroblas-
ten. Primäre HSC sind jedoch auch material- und kostenaufwändig und weisen nach Aktivie-
rung eine begrenzte Lebensdauer auf (Herrmann et al. 2007, Yanguas et al. 2015). Immorta-
lisierte Zelllinien stammen von Nagetieren oder Menschen, können unbegrenzt reproduziert 







Für dynamische Prozesse wie Aktivierung und Differenzierung zu Myofibroblasten sind diese 
Zellreihen jedoch nicht geeignet (Herrmann et al. 2007). Weiterhin ist der menschliche Orga-
nismus in seiner Komplexität und dem Zusammenspiel von unterschiedlichen Geweben und 
Organsystemen, Kreisläufen und Signalkaskaden in einem in vitro Modell nicht adäquat nach-
zustellen. Substanzspezifische Eigenschaften wie Aufnahme, Halbwertszeiten oder Nebenwir-
kungen können daher nur in vivo sinnvoll analysiert werden, weshalb wir uns in dieser Arbeit 
für Studien an Versuchstieren entschieden.  
Die Induktion einer Leberfibrose kann in vivo durch verschiedene Methoden erfolgen. Es wer-
den hierbei chemische, nutritive und chirurgische Verfahren unterschieden. Bei chemischen 
Verfahren wird durch die intraperitoneale Gabe hepatotoxischer Substanzen eine Leberschä-
digung hervorgerufen. Beispiele hierfür sind Tetrachlorkohlenstoff (CCl4), Thioacetamid oder 
Dimethylnitrosamin (DMN) und Diethylnitrosamin (DEN), welche alle in einer Leberfibrose und 
-zirrhose resultieren (Yanguas et al. 2015).  
Am häufigsten wird hiervon das CCl4-Modell angewandt, wobei in der Literatur dosis- und ap-
plikationsabhängig nach bis zu 18 Wochen der Nachweis von Leberzirrhose beschrieben wird 
(Marques et al. 2012). Es kann auch Alkohol als hepatotoxische Substanz im Tiermodell an-
gewendet werden. Das Problem hierbei ist jedoch, dass Nagetiere nicht freiwillig Alkohol trin-
ken und die menschliche alkoholische Lebererkrankung (ALD) nicht komplett nachempfunden 
werden kann, da Fibrosestadien ausbleiben (Yanguas et al. 2015).  
In nutritiven/Diät-basierten Modellen wird bei Nagetieren eine nichtalkoholische Steatohepati-
tis (NASH) induziert. Hierzu zählen unter anderem die Methionin- und Cholin-defiziente Diät 
(MCD) und die high fat (HF) Diät. Fibrosestadien können hierbei erst relativ spät nach ca. 8-
16 Wochen (MCD) bzw. 50 Wochen (HF) erreicht werden. Weiterhin unterscheiden sich die 
Bedingungen von humaner NASH durch beispielsweise das Fehlen einer Insulinresistenz und 
Adipositas bei MCD (Yanguas et al. 2015).  
Die chirurgische Option stellt die hier beschriebene BDL mit Induktion einer cholestatischen 
Leberfibrose dar. Vorteil dieser Methode ist die verhältnismäßig kurze Zeit (1-4 Wochen) bis 
zur Ausprägung einer Zirrhose (Marques et al. 2012) bzw. Nachweis periportaler/perisinusoi-
daler Fibrosierung nach 7-10 Tagen (Tag et al. 2015). Aufgrund der hohen Reproduzierbarkeit 
und der verhältnismäßig kurzen Dauer bis zum Erreichen der Leberfibrose/Zirrhose eignet sich 
die BDL vor allem für therapeutische Studien. Die durch BDL hervorgerufene Leberschädigung 
ist sehr ausgeprägt und nach Durchtrennen des Ductus choledochus nicht reversibel. Auch 
wenn die Art der Ursache durch Cholestase durchaus auf die humane Pathogenese (Gallen-
steine, Tumoren etc.) überführbar ist, ist dieses Modell vom klinischen Alltag zu differenzieren, 
bei dem die Eliminierung der Noxe, sofern möglich, häufig eine wichtige Therapiegrundlage 







Choledocholithiasis durch eine Steinextraktion im Rahmen einer ERCP die Abflussstörung be-
hoben und die Noxe „Gallensäuren“ entfernt werden. In dem hier verwendeten BDL-Modell ist 
eine Eliminierung der Noxe jedoch nicht möglich, sodass die Leberschädigung stetig zunimmt. 
Auch ist die Ausbildung einer Leberzirrhose beim Menschen in der Regel langsam progredient 
und entsteht über Monate bis Jahre, im Gegensatz zu wenigen Tagen bis Wochen in den 
murinen Modellen. Dies gilt es bei der vergleichenden Projektion dieses Verfahrens und des-
sen Ergebnisse auf die humane Situation zu beachten. Eine mögliche Alternative, den Gallen-
gang lediglich abzubinden und nicht zu durchtrennen, würde in der Praxis kein valides Ergeb-
nis bringen, da sich der Knoten unbemerkt lösen könnte und der Abfluss wiederhergestellt 
wäre. Die Durchtrennung des Gallenganges in diesem Modell stellt daher eine sichere Vari-
ante der Schädigung dar, bei der die Irreversibilität des Eingriffes in Kauf genommen werden 
muss. Das BDL-Modell zur Induktion einer cholestatischen Leberfibrose ist gut etabliert und 
wird weltweit genutzt (Marques et al. 2006 und 2012, Tag et al. 2015). Insbesondere für die 
Durchführung des Verfahrens an Mäusen gibt es auch in der Experimentellen Chirurgie der 
Universität Rostock langjährige Erfahrungen (Sigal et al. 2010, Eipel et al. 2013, Abshagen et 
al. 2015 (a, b, c)).  
Nachteilig wird jedoch häufig auf die verhältnismäßig hohe Mortalität dieses Modells durch 
Infektionen, Gallenleckagen oder Ruptur von Gallenwegen bzw. Gallenblase hingewiesen 
(Chang et al. 2005, Tag et al. 2015, Yanguas et al. 2015). Dies konnte auch in unserer Arbeit 
beobachtet werden, bei Verdacht auf gallige Peritonitis in einigen Obduktionen vorzeitig 
verstorbener Tiere. Weiterhin besteht eine hohe Variabilität in der Sterblichkeit nach totaler 
Gallengangsligatur: Aoki et al. (2016) beschrieben 70 % innerhalb einer Woche, wobei Tag et 
al. (2015) eine Mortalität von nur 5 % (bis zu 60 Tage nach BDL) beobachteten. In unserer 
Arbeit ergab sich in der Mortalitätsstudie innerhalb von sieben Tagen eine Sterblichkeit von 
40 % (5.4). Dies liegt generell in dem in der Literatur beschriebenen Bereich, wobei anzumer-
ken ist, dass durch die rezidivierenden Injektionen mit jeweils notwendigen Narkosen der zu-
nehmend geschwächten Tiere eine Erhöhung der Mortalität nicht ausgeschlossen werden 
kann. Auch ist die Leberschädigung durch die BDL als sehr heterogen anzusehen, da die Gal-
lenblase bei dieser Methode in situ belassen wird. So beschrieben Starkel und Leclercq (2011) 
in einer Übersichtsarbeit, dass durch eine interindividuell sehr große Variation der Gallenbla-
sendilatation eine unterschiedlich ausgeprägte Gewebeschädigung resultieren kann. Weiter-
hin kann auch die Ausbildung eines Bilioperitoneums nach Gallenblasenperforation zu einem 
letalen Ausgang führen (Starkel und Leclercq 2011). 
Aus der Notwendigkeit für in vivo-Studien ergeben sich äquivalent zum klinischen Alltag jedoch 
auch erhöhte Anforderungen an eine mögliche therapeutische Substanz. So wird die leber-







2008 (a)), die akkumulierende ECM mit verminderter endothelialer Fensterung und den redu-
zierten Disse-Raum (Chen et al. 2019) beeinträchtigt. Folglich notwendige Dosiserhöhungen 
zum Erreichen einer adäquaten Wirkung gehen in der Regel auch mit vermehrtem Einfluss auf 
umgebende Zellen und Organe einher und erhöhen somit das Risiko für Nebenwirkungen. 
Diese systemischen Effekte können Hindernisse für klinische Studien bei zuvor vielverspre-
chenden experimentellen Ansätzen darstellen. So wurden beispielsweise in vitro und in vivo 
erfolgreich antifibrotisch getestete monoklonale Antikörper gegen TGF-β aufgrund von Sicher-
heitsbedenken wegen möglicher Tumorinduktion bei systemischer TGF-β-Inhibierung bisher 
nicht in klinischen Studien angewandt (Bansal und Chamroonkul 2019). Auch der Rho-associ-
ated protein kinase (ROCK)-Inhibitor Y-27632, welcher in vivo eine Inhibierung von HSC sowie 
Reduktion von Leberfibrose zeigte (Murata 2001), kann als systemische Nebenwirkung eine 
schwere Hypotension verursachen (Hennenberg 2006), wodurch der klinische Nutzen limitiert 
wird (Bansal und Chamroonkul 2019). Daher ist zur Maximierung der therapeutischen Effizienz 
bei gleichzeitiger Reduktion von Nebenwirkungen die Etablierung zellspezifischer Delivery-
Systeme in der Entwicklung therapeutischer Optionen dringend notwendig.  
Um systemische Effekte zu minimieren und eine auf die Leber begrenzte Expression/Inhibition 
oder auch Modulation von Genen zu erreichen, kann ein Gentransfer über virale und nicht-
virale Vektoren erfolgen. Dabei stellen virale Vektoren die aktuell am häufigsten genutzten 
Verfahren zum Gen-Transfer bei lebenden Organismen dar (Salazar-Montes et al. 2015). Im 
Rahmen von Studien zum leberspezifischen Targeting wurden bereits Adenoviren, adenoas-
soziierte Dependoparvoviren (AAD), Lentiviren, Papovaviren oder Hepatitis-B-Viren eingesetzt 
(Salazar-Montes et al. 2015). Arias et al. (2003) konnten beispielsweise über adenovirale 
Transduktion eines Transgens für TGF-β1 antisense mRNA eine Reduktion der TGF-β-Syn-
these und der Fibrogenese in vitro sowie eine Verhinderung der α-SMA- und Kollagenproduk-
tion bei BDL-induzierter Leberfibrose an Ratten erzielen. Durch AAD-vermittelte Produktion 
von Hepatozyten-Wachstumsfaktor (HGF) erreichten Suzumura et al. (2008) eine Milderung 
der Leberfibrose sowie Suppression der HSC im CCl4- und BDL-Modell bei Mäusen. Die Nut-
zung viraler Vektoren ist jedoch nicht risikofrei. Eine potentielle Gefahr der Gentransduktion 
stellt die Integration in das Genom mit Mutationen und möglichen kanzerogenen Folgen dar 
(Salazar-Montes et al. 2015). In klinischen Studien kam es unter der Behandlung mit viralen 
Vektoren zur Genotoxizität mit Auftreten von T-Zell-Leukämie oder Myelodysplasie (David und 
Doherty 2017). Obwohl es verschiedene Ansätze zur Reduktion der Toxizität, beispielsweise 
durch zellspezifische Promotoren, Suppression viraler Gene durch spezielle miRNA (Gürlevic 
et al. 2009) oder durch Nutzung von Chromatin-Isolatoren (Emery 2011) gibt, besteht immer 
ein Restrisiko, auch aufgrund nicht beeinflussbarer Faktoren wie dem Krankheitsstadium des 







Neben den viralen Vektoren stellen unter anderem DNA-Plasmide, Polyplexe oder Lipoplexe 
die Gruppe der nicht-viralen Vektoren dar (Salazar-Montes et al. 2015). Generell besteht auch 
die Möglichkeit „nackte“ siRNA ohne Transportsystem zu applizieren (Santel et al. 2006), je-
doch wird diese auf dem Weg zur Zielzelle von Nukleasen angegriffen und renal eliminiert. 
Durch Modifikationen an Zuckerresten, wie dem Austausch von 2‘-Hydroxy- mit 2‘-Fluor- oder 
2‘-Methyl-Gruppen, konnte die Halbwertszeit verlängert bzw. die Thermostabilität von siRNA 
verbessert werden (Badrealam et al. 2015). Um eine vergleichbare zelluläre Aufnahme der 
nackten siRNA wie bei Applikation von siRNA in Transportsystemen zu erhalten, war bei San-
tel et al. (2006) jedoch eine 1000-fache Menge von siRNA notwendig. Weiterhin wurde gezeigt, 
dass ein Großteil der nackten siRNA intrazellulär in endosomalen/lysosomalen Vesikeln ein-
geschlossen bleibt, wohingegen Lipoplexe diese Vesikel wieder verlassen können (Santel et 
al. 2006). In dieser Arbeit wurde daher mit den DBTC-Komplexen ein leberspezifisches, Lipid-
basiertes Deliverysystem für therapeutische siRNA verwendet (Silence Therapeutics GmbH, 
Berlin). Durch die Leberspezifität dieser Lipoplexe (3.2) werden systemische Effekte bzw. Ne-
benwirkungen in anderen Organen reduziert und eine auf die Leber begrenzte Genmodulation 
erreicht. Durch Auswahl des Zielgens Foxf1, welches nur in HSC exprimiert wird (3.1.6), ist die 
Genmodulation auf die HSC begrenzt. Eine zusätzliche PEGylierung der Lipoplexe dient der 
Stabilität und Reduktion systemischer Effekte. Polyethylenglykol ist ein synthetisches, wasser-
lösliches und inertes Polymer mit vielfältigen Anwendungsgebieten. So kommt es unter ande-
rem in Zahnpasta, Haarwaschmittel oder auch im klinischen Alltag als Laxans (Macrogol) zum 
Einsatz. In der Pharmazie kann die Modifizierung von Arzneimitteln mit PEG beispielsweise 
eine Verlängerung der Halbwertszeit, erhöhte Wasserlöslichkeit und verminderte Inaktivierung 
durch Proteolyse bewirken (Turecek et al. 2016). Es wird vermutet, dass kationische Lipoplexe 
mit negativ geladenen Proteinen und anderen Strukturen im Serum interagieren und es konnte 
gezeigt werden, dass bei Mäusen nach intravenöser Applikation von Lipoplexen ohne PEG ein 
Gewichtsverlust eintrat, wohingegen PEGylierte Lipoplexe keinen Einfluss auf das Gewicht 
der Tiere hatten (Santel et al. 2006).  
Mittels in vivo Fluoreszenzmikroskopie wurde die intrahepatische Verteilung der DBTC-Lipop-
lexe in gesunden und fibrotischen Lebern analysiert. Nach intravenöser Applikation von Cy3-
markierten Lipoplexen konnte anhand der Vitamin A-Kolokalisation gezeigt werden, dass sich 
die DBTC-Formulierungen im Bereich der Sinusoide und der HSC nachweisen lassen und 
somit ein erfolgreiches HSC-Targeting detektiert wurde (5.2.1). Dies konnte auch ex vivo durch 
Immunfluoreszenzmikroskopie verifiziert werden (5.2.2). Gleichzeitig schienen aufgrund des 
Musters der Fluoreszenzsignale entlang der Sinusoide vor allem nichtparenchymale Zellen die 
Lipoplexe aufgenommen zu haben. Es ergaben sich jedoch nicht immer eindeutige Kolokali-







der Leber bekannt dafür, große Partikel wie Liposome aufzunehmen (Schroeder et al. 2010) 
und auch für PEGylierte Proteine und PEG selbst wurde eine Phagozytose durch Makropha-
gen nachgewiesen (Turecek et al. 2016). Zahlreiche Fluoreszenz-Signale im Bereich der Si-
nusoide lassen daher darauf schließen, dass ein großer Teil der Lipoplexe von den dort loka-
lisierten Kupfferzellen phagozytiert wurde. Weiterhin konnten mit der Vitamin A-Autofluores-
zenz lediglich die Vitamin A-Einschlüsse und wahrscheinlich nicht der gesamte Zellkörper der 
HSC mit ihren langen Ausläufern (Friedman 2008 (b)) in vollem Umfang dargestellt werden. 
Daher ist denkbar, dass auch nahe beieinanderliegende Signale von Vitamin A und Cy3 die-
selbe Zelle markierten und somit auf eine erfolgreiche HSC-Transfektion hindeuteten.  
Es ist bekannt, dass es mit fortschreitender Leberschädigung zu einer verminderten Durchblu-
tung mit Mikrozirkulationsstörungen sowie einem erhöhten vaskulären Widerstand durch die 
Wirkung von Vasokonstriktoren und eine verminderte Freisetzung von Stickstoffmonoxid (NO) 
kommt (Friedman 2008 (a); Garbuzenko et al. 2016). Dies ließ sich auch in der IVM erkennen, 
weshalb mit zunehmender Parenchymschädigung nach BDL deutlich weniger Lipoplexe in die 
Leber gelangen konnten. Die verminderte Aufnahme von DBTC-Komplexen in fibrotischen Le-
bern wurde in unserer Arbeitsgruppe in weiteren Untersuchungen quantifiziert. Während in 
gesunden Lebern eine totale Fläche der hepatischen Cy3-Fluoreszenz von 30.6 % analysiert 
wurde, zeigten fibrotische Lebern an Tag fünf nach BDL nur 6.3 % Cy3-positive Fläche. Zu-
sätzliche in vitro Untersuchungen in primären HSC und der Zelllinie LX-2 zeigten eine effektive 
intrazelluläre Aufnahme der DBTC-Formulierungen in kultivierten HSC (Abshagen et al. 2015 
(b)). 
 
6.2 Diskussion der Ergebnisse 
Aktuelle antifibrotische Therapieansätze können nach Yoon et al. (2016) in vier Bereiche ein-
geteilt werden: 
(1) Eliminierung oder Kontrolle der zugrundeliegenden Erkrankung  
(2) Antagonisierende Rezeptor-Liganden-Interaktionen und intrazelluläre Signalübertragung 
(3) Inhibierung der Fibrogenese  
(4) Förderung der Resolution der Fibrose 
Der in dieser Studie untersuchte Therapieansatz durch Gen-Modulation von Foxf1 kann in die 
zweite Gruppe von Yoon et al. eingeordnet werden, mit möglichen Auswirkungen auf Prozesse 
der Gruppen drei und vier. Da die Aktivierung der HSC eine zentrale Rolle in der Pathogenese 
der Leberfibrose einnimmt, stellt die Modulation von HSC-beeinflussenden Faktoren einen we-
sentlichen Aspekt in der Erforschung neuer antifibrotischer Therapien dar. Aufgrund der kom-







ableiten (Tsuchida und Friedman 2017, Tacke und Weiskirchen 2018). Um in die Interaktion 
HSC-aktivierender Signalwege einzugreifen, wurden bisher verschiedene Ansätze verfolgt. So 
konnten beispielsweise mittels Antagonismus durch lösliche Rezeptoren (George et al. 1999, 
Borkham-Kamphorst 2004), Rezeptor-Interaktion über PDGF-Tyrosin-Kinase-Inhibierung 
(Gonzalo et al. 2007) oder Antagonismus per Protease Inhibitoren (Okuno et al. 2001) antifi-
brotische Ergebnisse erzielt werden. Die Möglichkeit der genetischen Interaktion (Arias et al. 
2003, Lang et al. 2011) eröffnet hierbei, auch aufgrund der wachsenden Kenntnis über HSC-
aktivierende Transkriptionsfaktoren (Friedman 2008 (b)), interessante Möglichkeiten. 
Die Idee, Foxf1 als Zielgen für eine direkte Modulation der HSC-Aktivierung auszuwählen, ba-
siert auf der von Kalinichenko et al. (2003) veröffentlichten Studie zu Foxf1. Kalinichenko et al. 
beschrieben Foxf1 als relevanten Faktor für Aktivierung und Proliferation der HSC, da Foxf1-
haploinsuffiziente Mäuse (Foxf1 +/-) nach CCl4-induzierter Leberschädigung eine geringere 
HSC-Aktivierung aufwiesen als der Wildtyp. Hingegen zeigten die Foxf1 +/- Tiere nach CCl4-
Applikation histologisch ausgeprägtere Lebernekrosen sowie vermehrt apoptotische Hepato-
zyten. Die geringere HSC-Aktivierung der Foxf1 +/- Mäuse gegenüber dem Wildtyp wurde wei-
terhin durch eine geringere Expression von Kollagen Typ I und α-SMA untermauert (Kalini-
chenko et al. 2003). Bei den Wildtyp-Tieren kam es jedoch zur vollständigen Regeneration des 
Lebergewebes, wohingegen die Foxf1 +/- Tiere Tag drei nicht überlebten. Die Sichtweise der 
HSC-Aktivierung im Rahmen der Regeneration erscheint zunächst kontrovers zu dem in dieser 
Arbeit untersuchten Ansatz, eine geringere Leberschädigung durch verminderte HSC-Aktivie-
rung zu erreichen. Jedoch ist die Aktivierung der HSC sowohl an der Fibrosierung mit einher-
gehendem Leberschaden als auch an der Regeneration des Lebergewebes, insbesondere 
nach Weglassen des schädigenden Einflusses, beteiligt. Da die BDL jedoch wie bereits er-
wähnt zu kontinuierlich fortschreitender Schädigung führt, war die regenerative Funktion der 
HSC für uns von geringerer Bedeutung. Einen weiteren Grund für die Auswahl von Foxf1 als 
Zielgen stellte die bereits genannte Begrenzung der hepatischen Expression von Foxf1 auf die 
HSC dar (3.1.6), wodurch sich, in Zusammenhang mit den leberspezifischen DBTC-Komple-
xen die gewünschte Zellspezifität erreichen ließ. 
Mithilfe des DBTC-siFoxf1 Systems konnte sowohl in vivo als auch in vitro (Abshagen 2015 
(b)) ein signifikanter Knockdown der Foxf1 mRNA erzielt werden. Dies war nach systemischer 
Gabe in den BDL Tieren an Tag zwei zu beobachten, ließ sich jedoch an den Tagen fünf und 
14 nach BDL nicht nachweisen. Aufgrund der oben genannten Ursachen, wie Mikrozirkulati-
onsstörungen im fibrotischen Lebergewebe (Friedman 2008 (a), Garbuzenko et al. 2016) und 
dem damit einhergehenden schlechteren Delivery der Lipoplexe, ist eine reduzierte Wirksam-
keit der siRNA bei zunehmender Leberschädigung denkbar. So konnte in einer anderen Studie 







repetitiver Gabe der DBTC-Foxf1 siRNA zum Zeitpunkt einer etablierten Leberfibrose auch 
nicht beeinflusst werden (Abshagen et al. 2017). Weiterhin beschrieben Kalinichenko et al. 
(2003) für die Foxf1-haploinsuffizienten Mäuse eine kompensatorisch erhöhte Expression von 
Foxf1 in Leber und Lunge. Im Rahmen der Regeneration nach Schädigung sanken beim Wild-
typ die Proteinlevel von Foxf1, wohingegen sie bei den haploinsuffizienten Tieren leicht anstie-
gen (Kalinichenko et al. 2003). Es kann daher vermutet werden, dass es in den mit Foxf1 
siRNA-behandelten Tieren über die Zeit ebenfalls zu einer kompensatorischen Steigerung der 
Foxf1 Expression kam.  
Interessanterweise resultierte der Foxf1 mRNA Knockdown an Tag zwei nach BDL in einer 
deutlich verminderten Aktivierung von HSC. Hinweisend hierfür war unter anderem die redu-
zierte Expression des HSC-Aktivierungsmarkers α-SMA an Tag 14 nach BDL. α-SMA gilt als 
klassischer und zuverlässigster Marker für Myofibroblasten und kann sowohl in vitro als auch 
in vivo bei HSC-Aktivierung vermehrt nachgewiesen werden (Deminicis 2007, Novo 2014). 
Auch die Analysen der Expressionen multipler, an der HSC-Aktivierung beteiligter Gene be-
stätigten die antifibrotischen Effekte von Foxf1 siRNA. So konnten sowohl für die mRNA Ex-
pression von Gfap als auch für die von Pparg an den Tagen fünf (Gfap) bzw. fünf und 14 
(Pparg) signifikant erhöhte Werte in der Behandlungsgruppe nachgewiesen werden. Das 
saure Gliafaserprotein (GFAP) gilt als Marker für ruhende bzw. nicht aktivierte HSC, wobei 
Gfap in Myofibroblasten hingegen wenig bis gar nicht exprimiert wird (Niki et al. 1996, Knittel 
et al. 1999). Auch für Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Gamma (PPAR-ɣ) wurde 
eine verminderte Aktivität im Rahmen der HSC-Aktivierung beschrieben (Galli et al. 2000) und 
es ist zusätzlich anzunehmen, dass eine verminderte PPAR-ɣ-Aktivität die HSC-Aktivierung 
fördert (Friedman 2008 (b)). Außerdem werden PPAR-ɣ antifibrotische Eigenschaften über 
eine Suppression des Kollagen 1α Promoters zugeschrieben (Yavrom et al. 2005). Die ver-
mehrten Expressionen von Gfap und Pparg sprechen daher, im Zusammenhang mit der ver-
minderten Expression von Col1a1, ebenfalls für eine abgeschwächte HSC-Aktivierung durch 
DBTC-Foxf1 siRNA. Des Weiteren ging die reduzierte Expression von Foxf1 mRNA in der 
Behandlungsgruppe an Tag zwei mit einer signifikant verminderten Expression von Pdgfb ein-
her. PDGF wird als das potenteste, proliferative Mitogen für HSC beschrieben (Wong et al. 
1994) und gilt als früher Aktivierungsmarker für HSC (Friedman 2008 (b)). Weiterhin weist 
PDGF pro-fibrogene Eigenschaften auf und konnte sowohl bei akutem als auch bei chroni-
schem Leberschaden nachgewiesen werden (Pinzani et al. 2002). Die verminderte Expression 
von Pdgfb zum frühen Zeitpunkt nach BDL bestätigt daher zusätzlich die Foxf1 siRNA vermit-
telte abgeschwächte Aktivierung der HSC. 
Zusätzlich konnte der inhibitorische Effekt eines Foxf1-Knockdowns auf die HSC auch mittels 







HSC eine signifikant verminderte Proliferation sowie ein verringertes kontraktiles Verhalten 
(Abshagen et al. 2015 (b)). 
Da HSC die Hauptproduzenten extrazellulärer Matrix darstellen (Mederacke et al. 2013), führte 
die reduzierte HSC-Aktivierung in den mit Foxf1 siRNA behandelten Tieren zu einer geringer 
ausgeprägten Leberfibrose als in den Kontrolltieren. Der in der Behandlungsgruppe signifikant 
verminderte Nachweis von fibrotischem Gewebe (Siuris Red) an Tag 14 korrelierte mit einer 
signifikant verminderten Expression von Col1a1, wodurch sich der antifibrotische Effekt von 
DBTC-Fox1 siRNA zeigt. Ergänzend zu den antifibrotischen Effekten bei verminderter HSC-
Aktivierung, ergaben sich anhand der Genanalysen auch Hinweise auf regenerative Auswir-
kungen durch die Behandlung mit DBTC-Foxf1 siRNA. Es ist bekannt, dass ein fehlerhafter 
Abbau von Bindegewebsmatrix einen wichtigen Faktor für progressive Fibrose darstellt und 
Enzyme der MMP hierbei eine zentrale Rolle einnehmen (Friedman 2008 (b), Arthur 2000). 
Garcia-Irigoyen et al. (2014) konnten nach BDL an Mmp10 Knockout-Mäusen (Mmp10-/-) ver-
mehrt Nekrose, Fibrosierung sowie eine erhöhte Expression von α-SMA nachweisen. Auch 
das Überleben der Mmp10-defizienten Tiere nach partieller Hepatektomie war verkürzt. 
Mmp10 wurde daher von den Autoren eine relevante Rolle im Rahmen der Regeneration bei 
Leberschädigung zugesprochen (Garcia-Irigoyen et al. 2014). Die bei uns an Tag fünf gemes-
senen, signifikant erhöhten Werte für Mmp10 sprechen daher für eine verbesserte Regenera-
tion der mit DBTC-Foxf1 siRNA behandelten Tiere durch Abbau von fibrotischem Gewebe. 
Weiterhin legt die signifikant erhöhte Expression von Ngfr in der Behandlungsgruppe an Tag 
fünf nach BDL eine von den HSC selbst induzierte HSC-Apoptose als protektiven Effekt zur 
Reduktion der Fibrosierung nahe. Der zur Tumornekrosefaktor (TNF)-Familie gehörige Rezep-
tor p75 (NGFR-Nerve Growth Factor Receptor) wird im Rahmen der Leberfibrose von aktivier-
ten HSC exprimiert, während eine hepatozytäre Expression von NGF in fibrotischen Lebern 
bekannt ist (Trim et al. 2000, Oakley et al. 2003). Die Interaktion von NGF mit den NGFR der 
HSC führt über Caspase 3 zur Apoptose der HSC und kann somit zur Reduktion der Fibrose-
bildung beitragen (Oakley et al. 2003). Anhand der in vitro Analysen zu DBTC-Foxf1 siRNA 
(Abshagen 2015 (b)) sind die antifibrotischen Effekte im Tierversuch jedoch eher auf die ver-
minderte HSC-Aktivierung als auf eine HSC-Apoptose zurückzuführen.  
Neben der Reduktion von Fibrose stellt natürlich auch die Reduktion des Leberschadens eine 
wünschenswerte Konsequenz einer antifibrotischen Therapie dar. Diesbezüglich lässt sich an-
hand von laborchemischen und histologischen Untersuchungen aufgrund fehlender Signifikan-
zen zwar keine sichere Aussage treffen, jedoch lassen die Ergebnisse in Zusammenschau 
vermuten, dass bei den mit DBTC-Foxf1 siRNA behandelten Tieren ein geringerer Leberpa-







in der siFoxf1-Gruppe lediglich etwa die Hälfte (ca. 1,5 %) an nekrotischen Arealen im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe (ca. 3 %). Anzumerken ist hierbei, dass in der Literatur eine Varianz 
bezüglich des histologischen Nachweises von Nekrose nach BDL besteht. Georgiev et al. 
konnten 2008 beispielsweise einen Anstieg von nekrotischen Arealen von fast 10 % des un-
tersuchten Gewebes an Tag zwei notieren, während Abshagen et al. (2015 (c)) ein Maximum 
von ca. 5 % an Tag 14, sowie generell eine hohe interindividuelle Variabilität nekrotischer Be-
reiche mit beispielsweise 0,9-12 % an Tag fünf beobachteten.  
Der Anstieg der Cholestaseparameter Bilirubin und ALP deutete in beiden Gruppen auf eine 
verminderte Detoxifikationskapazität der Leber hin, wobei der hohe Anteil des direkten am 
gesamten Bilirubin die posthepatische Cholestase bestätigte (Halwachs-Baumann 2006). Dies 
spiegelte sich auch im klinischen Erscheinungsbild der Tiere wider, welche im Verlauf zuneh-
mend gelbliche Verfärbung von Haut und Urin im Rahmen des cholestatischen Ikterus aufwie-
sen. Für die Enzyme ALT, AST und GLDH zeigte unsere Auswertung äquivalent zur Literatur 
im Verlauf fallende Werte mit jeweiligen Maxima an Tag zwei. Nach BDL können in der Phase 
der akuten Leberschädigung (innerhalb der ersten 30 h) die höchsten Werte von Leberenzy-
men gemessen werden (Abshagen et al. 2015 (c), Georgiev et al. 2008), wobei sich diese im 
Rahmen der chronischen Leberschädigung wieder nahezu normalisieren. Interessanterweise 
konnten für alle Enzyme bei den mit Foxf1 siRNA behandelten Tieren verminderte Absolut-
werte im Vergleich zur Kontrollgruppe nachgewiesen werden, wobei kritisch anzumerken ist, 
dass im Verlauf der Leberzirrhose ein „Ausbrennen“ mit verminderter Freisetzung von Enzy-
men aufgrund der bereits großen Menge an untergegangenen Zellen nicht ausgeschlossen 
werden kann.  
Die Analyse des Blutbildes korrelierte anhand eines Hb-Abfalls, an Tag 5 reduzierter Throm-
bozytenzahlen sowie zunehmender Leukozytose generell mit dem Bild einer zunehmenden 
Leberschädigung. Wesentliche Unterschiede zwischen den Gruppen ergaben sich hierbei je-
doch nicht. 
Trotz der Beobachtung einer signifikant verminderten Fibrosierung durch die Gabe von DBTC-
Foxf1 siRNA ließ sich kein Einfluss auf die Mortalität der Tiere nachweisen. Tendenziell ist 
sogar ein etwas kürzeres Überleben der DBTC-Foxf1 siRNA-behandelten Tiere erkennbar. 
Leberfibrose ist zunächst als Reaktion auf eine akute oder chronische Schädigung der Leber 
im Sinne eines Wundheilungsprozesses zu sehen (Hernandez-Gea und Friedman 2011, Aydın 
und Akçalı 2018). Da die Fibrosierung in der Behandlungsgruppe signifikant vermindert war, 
scheint möglicherweise auch eine Art Schutzmechanismus zu fehlen: Da es in diesem Modell 
zu einer extremen Leberschädigung aufgrund der stetig fortschreitenden Ursache (totaler Gal-
lengangsverschluss mit massiver toxischer Gewebeschädigung durch Gallensekret) kam, ist 







schädlichen Gallensäuren als Noxe auf die Hepatozyten abschwächt. Daher besteht die Mög-
lichkeit, dass die Behandlung mit DBTC-Foxf1 siRNA im speziellen Rahmen des BDL-Modells 
keinen positiven Effekt auf das Überleben der Tiere hatte. 
Ein möglicher Erklärungsansatz für die hohe Sterberate in beiden Gruppen zu Beginn der Mor-
talitätsstudie (40 % pro Gruppe in vier Tagen) im Vergleich zur Verteilungsstudie und thera-
peutischem Ansatz (insgesamt ca. 13 % in einer Woche) ist, dass die in der Mortalitätsstudie 
untersuchten Tiere einer anderen Balb/c-Zucht als die zuvor verwendeten Tiere entstammten 
und daher möglicherweise eine stärkere Reaktion auf die BDL zeigten. Ein anderer Unter-
schied war bei absolut gleicher praktischer Durchführung der BDL nicht ersichtlich, insbeson-
dere da die Mortalitätsstudie im Anschluss an die anderen Versuche durchgeführt wurde und 
somit eine hohe praktische Erfahrung vorhanden war. Auch wird das Modell der hier durchge-
führten totalen BDL aufgrund der zum Teil hohen Mortalität für Langzeitstudien als zu instabil 
beschrieben (Aoki et al. 2016).  
 
Auch wenn sich in unserer Arbeit signifikante antifibrotische Effekte durch DBTC-Foxf1 siRNA-
Formulierungen erzielen ließen, gilt für zukünftige Studien zu bedenken, dass aufgrund der 
verschiedenen Stadien der Leberfibrose mit zahlreichen Signalkaskaden, die Beeinflussung 
nur eines einzelnen Targetgens weniger zielführend sein könnte, als ein multimodaler antifi-
brotischer Therapieansatz (Yoon et al. 2016).  
 
6.3 Zusammenfassung und Schlussfolgerung  
In der vorliegenden Arbeit konnte erfolgreich gezeigt werden, dass mit den leberspezifischen 
DBTC-Formulierungen die Applikation von siRNA in HSC möglich ist. Durch die Gabe von 
DBTC-Foxf1 siRNA konnte eine signifikant verminderte mRNA Expression des Transkriptions-
faktors Foxf1 in den HSC zum frühen Zeitpunkt nach BDL nachgewiesen werden. Dies resul-
tierte in den DBTC-Foxf1 siRNA-behandelten Tieren in einer verminderten HSC-Aktivität und 
folglich einer signifikant geringeren Fibrosierung an Tag 14 nach BDL, wodurch das antifibro-
tische Potential von Foxf1 siRNA aufgezeigt wird. Bei diesen Tieren ließ sich im Verlauf eine 
verminderte Leberschädigung mit einem geringeren Anteil nekrotischer Areale im Vergleich 
zur Kontrollgruppe vermuten. Das Überleben der BDL-Tiere konnte jedoch durch eine Thera-
pie mit DBTC-Foxf1 siRNA trotz der antifibrotischen Wirkung nicht verlängert werden. 
Zusammenfassend stellen die DBTC-Formulierungen ein effektives leberspezifisches Trans-
portsystem für siRNA - und Foxf1 ein potentielles Zielgen für die Modulation der Aktivität von 
HSC dar. Durch Inhibierung von Foxf1 kann die Progression der Leberfibrose abgeschwächt 







Möglichkeiten eröffnen kann. Die Genmodulation mittels therapeutischer siRNA könnte daher 
in Zukunft eine Ergänzung der multimodalen Therapieoptionen bei Leberfibrose darstellen.   






7 Thesen zur Dissertation 
- Erkrankungen der Leber stellen ein weltweites und zunehmend relevantes gesundheit-
liches Problem dar. 
 
- Therapieoptionen bei Lebererkrankungen beschränken sich hauptsächlich auf die Be-
handlung der Grunderkrankung, symptomatische Therapien oder Organtransplantation 
als Ultima Ratio. Eine wirksame antifibrotische Therapie ist aktuell nicht verfügbar.  
 
- Die hepatischen Sternzellen (HSC) sind an der Bildung von Leberfibrose relevant be-
teiligt und deren Inhibierung führt zur Abschwächung der Fibrosierung. 
 
- Der HSC-aktivierende Transkriptionsfaktor Foxf1 stellt ein mögliches Target für eine 
antifibrotische Therapieoption dar. 
 
- Durch Applikation von siRNA lässt sich ein spezifisches Gen-Silencing erreichen, was 
multiple Therapieoptionen eröffnet. 
 
- Das DBTC-System ermöglicht als lipidbasiertes Delivery-System eine leberspezifische 
Applikation von siRNA. 
 
- DBTC wird nach systemischer Applikation von den HSC aufgenommen, was durch de-
ren Vitamin A Kolokalisation in der Intravitalmikroskopie nachgewiesen werden konnte. 
 
- Durch intravenöse Applikation von DBTC-Foxf1 siRNA konnte ein signifikanter Foxf1 
mRNA Knockdown an Tag zwei im murinen BDL-Modell erreicht werden. 
 
- Dieser Knockdown resultierte in einer histologisch gesicherten, signifikant verminder-
ten Fibrosierung der Leber an Tag 14 nach BDL. 
 
- Ein verminderter Leberschaden nach BDL durch DBTC-Foxf1 siRNA ist anhand der 
Ergebnisse von Leberenzymveränderungen, nekrotischen Arealen und Fluidigm-Gen-
Analyse zu vermuten. 
 
- Das Überleben der Tiere im murinen BDL-Modell konnte durch DBTC-Foxf1 siRNA 
nicht verlängert werden. 






- Das DBTC-Delivery-System sowie Foxf1 siRNA stellen mögliche Optionen in der Er-
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